




UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 












VPLIV RAZLIČNIH FORMULACIJ TiO2 
NANODELCEV NA PREŽIVETJE, 
DIFERENCIACIJO IN NEVRODEGENERATIVNE 
SPREMEMBE PRI ČLOVEŠKIH NEVRALNIH 





















UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 













VPLIV RAZLIČNIH FORMULACIJ TiO2 NANODELCEV 
NA PREŽIVETJE, DIFERENCIACIJO IN 
NEVRODEGENERATIVNE SPREMEMBE PRI ČLOVEŠKIH 
NEVRALNIH CELICAH IN VITRO 
 
MAGISTRSKO DELO 




THE INFLUENCE OF DIFFERENT FORMULATIONS OF 
TiO2 NANOPARTICLES ON SURVIVAL, 
DIFFERENTIATION AND NEURODEGENERATIVE 
CHANGES ON HUMAN NEURAL CELLS IN VITRO 
 
M. SC. THESIS 














Koren T. Vpliv različnih formulacij TiO2 nanodelcev … pri človeških nevralnih celicah in vitro.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
Magistrsko delo je zaključek univerzitetnega študija 2. stopnje Molekulske in funkcionalne 
biologije na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Opravljeno je bilo na Fakulteti za 
elektrotehniko, Univerza v Ljubljani, pod mentorstvom viš. znan. sod., doc. dr. Mojce 
Pavlin, univ. dipl. fiz. in somentorstvom asist. dr. Jasne Lojk, uni. dipl. biol. Praktično delo 
je bilo opravljeno v laboratoriju Skupine za nano in biotehnološke aplikacije. 
Spektrofluorometrične meritve ter mikroskopija so bili opravljeni na Fakulteti za 
elektrotehniko v prostorih Infrastrukturnega centra Celična elektrotehnika. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je dne 21. 5. 2019 sprejela temo in za mentorico 
magistrskega dela imenovala viš. znan. sod., doc. dr. Mojco Pavlin, univ. dipl. fiz. in za 






Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica: prof. dr. Anita JEMEC KOKALJ 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica: prof. dr. Mojca PAVLIN 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko, Skupina za nano in 
biotehnološke aplikacije 
 
Članica: asist. dr. Jasna LOJK 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo, Katedra za klinično biokemijo 
in laboratorijsko medicino 
 
Članica: prof. dr. Damjana DROBNE 


















Koren T. Vpliv različnih formulacij TiO2 nanodelcev … pri človeških nevralnih celicah in vitro.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 577.2(043.2)  
KG TiO2, nanodelci, SH-SY5Y, nevrodegeneracija, ROS, diferenciacija, preživetje 
AV KOREN, Tina, dipl. inž. laboratorijske biomedicine (UN) 
SA PAVLIN, Mojca (mentorica), LOJK, Jasna (somentorica), DROBNE, Damjana 
(rezenzentka) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne 
biologije 
LI 2020  
IN VPLIV RAZLIČNIH FORMULACIJ TiO2 NANODELCEV NA PREŽIVETJE,        
DIFERENCIACIJO IN NEVRODEGENERATIVNE SPREMEMBE PRI 
ČLOVEŠKIH NEVRALNIH CELICAH IN VITRO 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XIV, 82 str., 3 pregl., 30 sl., 217 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Namen magistrskega dela je bil določiti ali izbrani TiO2 nanodelci (ND) (ANATAZ, P25, 
FG) vplivajo na celice - preživetje, diferenciacijo, nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS), proteine, ki so povezani z nevrodegenerativnimi spremembami, na modelu človeških 
nevralnih celic SH-SY5Y. Po vzpostavitvi in optimizaciji protokola diferenciacije celic SH-
SY5Y, smo diferenciacijo potrdili z določitvijo sprememb v izražanju markerjev 
diferenciacije (MAP-2, Lamin B, GAP-43) s SDS-PAGE ter prenosom western, kjer smo 
opazili statistično značilno povečanje vseh diferenciacijskih markerjev v primerjavi z 
nediferenciranimi celicami. Z uporabo fluorescentnih barvil Hoechst 33342 in PI ter 
fluorescenčne mikroskopije nismo opazili statistično značilnega vpliva TiO2 ND 
koncentracij 2, 10 in 25 µg/mL na preživetje diferenciranih celic SH-SY5Y po njihovi 1-
dnevni in 5-dnevni izpostavljenosti ND. Prav tako s pomočjo SDS-PAGE ter prenosa 
western nismo opazili statistično značilnega vpliva TiO2 ND koncentracije 10 in 25 µg/mL 
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Kratica/simbol Pomen 
AD Alzheimerjeva bolezen (angl. Alzheimer's disease) 
APP Amiloidni prekurzorski protein 
ATP Adenozin trifosfat 
Aβ β-amiloid 
BC Črni ogljik (angl. Black Carbon) 
BSA Goveji serum (angl. Bovine Serum Albumin) 
CAT Katalaza  
CM-H2DCFDA angl. 5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate 
CŽS Centralni živčni sistem 
dH2O Destilirana voda 
DLS Dinamično sipanje svetlobe (angl. Dynamic Light Scattering) 
DMEM Dulbeccovo modificirano celično gojišče (angl. Dulbeccoʼs Modified 
Eagleʼs Medium) 
DMSO Dimetilsulfoksid 
DNK Deoksiribonukleinska kislina 
EFSA Evropska agencija za varnost hrane (angl. European Food Safety 
Authority) 
EU Evropska unija 
FBS Fetalni goveji serum (angl. Fetal Bovine Serum) 
FG Prehranska kvaliteta (angl. Food grade) 
GAP-43 Z rastjo povezan protein 43 (angl. growth associated protein 43) 
GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat dihidrogenaza 
GIT Gastrointestinalni trakt  
GSH-PX Glutationska-peroksidaza  
H2O2 Vodikov peroksid 
hESC Človeške embrionalne matične celice (angl. Human Embryonic Stem 
Cells) 
hNSC Človeške nevralne matične celice (angl. Human Neural Stem Cells) 
IARC Mednarodna agencija za raziskovanje raka (angl. International 
Agency for Research on Cancer) 
IDCR angl. Ionic Detergent Compatibility Reagent  
KMP Krvno-možganska pregrada 
MAP-2 Z mikrotubuli povezani protein 2 (angl. microtubule-associated 
protein 2) 
MEM Minimalni esencialni medij (angl. Minimum Essential Media)  
MMP Mitohondrijski membranski potencial 
MSC Mezenhimske matične celice (angl. Mesenchymal Stem Cells) 
N Število neodvisnih ponovitev 
n Število tehničnih ponovitev 
ND Nanodelci 
O2•– Superoksid   
OH•– Hidroksilni radikal  
OS Oksidativni stres 
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PBS Fosfatni pufer s soljo (angl. Phosphate Buffered Saline) 
PDI Polidisperzijski indeks 
PI Propidijev jodid  
PVDF Poliviniliden difluorid  
RNS Reaktivne dušikove zvrsti (angl. Reactive Nitrogen Species) 
ROS Reaktivne kisikove spojine (angl. Reactive Oxygen Species) 
SDS Natrijev lavrilsulfat (angl. Sodium Dodecyl Sulfate) 
SDS-PAGE Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega 
lavrilsulfata 
SEM Standardna napaka povprečja 
SOD Superoksidna dismutaza 
TBS-T Tris puferna raztopina s soljo in Tween-om (angl. Tris Buffered 
Saline with Tween) 
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UVA Ultravijolični žarki A 
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Celice M Epitelijske celice, ki se nahajajo nad limfatični folikli 
(Peyerjeve plošče), vplivajo na delovanje imunskega sistema. 
Diferenciacija * Sposobnost celic, da se iz manj specializiranih razvijejo v bolj 
specializirane celice. 
Dihalna veriga ali 
elektronska transportna 
veriga ** 
Zaporedje prenašalcev elektronov, ključnih za celično 
dihanje, v notranji mitohondrijski membrani evkariontskih 
celic. 
Disfunkcija Nepravilno delovanje. 
DLS Tehnika za določanje velikosti ter merjenje hitrosti delcev v 
raztopinah. 
Eksocitoza ** Izločanje iz celice, pri katerem se membrana, ki obdaja 
eksocitotski mešiček, združi s plazmalemo in se vsebina 
mešička izlije v zunajcelični prostor. 
Endocitoza ** Sprejem snovi iz zunajceličnega prostora z ugrezanjem 
plazmaleme, ki mu sledi odcepitev in prehod endocitotskega 
mešička v citoplazmo. 
In vitro * Izraz, ki se nanaša na procese in poskuse, ki potekajo v 
nadzorovanem okolju zunaj živega organizma. 
In vivo * Izraz, ki se nanaša na procese, ki potekajo znotraj živega 
organizma. 
Matična celica * Nediferencirana celica, ki ima sposobnost samoobnavljanja. 
Z nesimetrično delitvijo nastane ena njej enaka hčerinska 
celica in druga bolj diferencirana hčerinska celica. Ta ima 
manjši razvojni potencial, ker je bolj diferencirana. 
Mezenhimska matična 
celica * 
Multipotentna matična celica, ki se lahko diferencira v celice 
hrustanca, kosti, mišice in maščobne celice. Nahaja se tudi v 
kostnem mozgu, ki je vir mnogih matičnih celic. 
MG132 Tri-peptidni aldehid, lahko prehaja celično membrano ter 
inhibira delovanje proteosoma.  
Mukociliarni transport ** Transport snovi preko sluzi in cilij (nitasti podaljšek celice) 
sluznice dihal. 
Nazalna instilacija ** Vbrizganje tekočine ali zraka v dihalne poti. 
Nekroza Patološka celična smrt, ki privede do vnetnega procesa v 
celici. Če je omejena na tkivo, privede do lokalnega odmrtja 
tkiva. 
Olfaktorni bulbus 
(olfaktorni = vohalni) 
Zadebeljeni pričetek olfaktornega traktusa, v katerem se 
končujejo vlakna olfaktornega živca. 
Paracelični prenos Prenos snovi preko tesnih stikov med celicami preko epitelija. 
Pasaža * Presaditev celic v celični kulturi. 
PDI Pokazatelj širine porazdelitve velikosti delca. Lahko zavzame 
vrednosti v intervalu med 0 in 1; bližje kot je 0, bolj 
enakomerne velikosti so delci. 
Persorpcija Paraceličen prenos velikih delcev preko epitelija GIT. 
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Peyerjeve plošče Združeni limfatični folikli, del končnega odseka tankega 
črevesja. 
Proliferacija * Povečanje števila celic s procesom celične delitve. 
Proteinska korona Dvoslojni ovoj, sestavljen iz proteinov (iz plazme in/ali 
znotrajcelične tekočine) adsorbiranih na ND. 
Redoks Elektrokemični proces, pri katerem pride do prenosa 
elektrona z molekule ali iona.  
Subkultivacija Prenos celic iz ene kultivacijske plošče v drugo, kar omogoča 
nadaljnje delitve celic. 
Transcitoza ** Prenos snovi skozi celico z mešički, ki sprejemajo 
makromolekule na eni strani celice, jih prenesejo skozi celico 
in sprostijo na drugi strani. 
Translokacija ** Prenos snovi. 
Tripsinizacija * Encimatska razgradnja proteinov s serinsko proteazo 
tripsinom. V celičnih kulturah se uporablja pri ločevanju celic 
od podlage. 
Viabilnost ** Sposobnost preživetja celic, živost/preživetje. 
Zeta potencial Pri premikanju delca v suspenziji, se okoli njega ustvari 
električna dvojna plast, sestavljena iz stabilne 
monomolekularne plasti adsorbiranih ionov in mejna plast, ki 
meji na notranjost raztopine. Elektrokinetski potencial ali zeta 
potencial je razlika v potencialih med mejno plastjo in 
notranjostjo raztopine. 
* Rožman in Jež (2010) 
** Termania (2020)
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
 
Hiter razvoj nanoznanosti je povzročil povečanje proizvodnje in uporabe nanomaterialov, 
vključno z nanodelci (ND). Nanomateriali so zaradi njihovih posebnih lastnosti uporabni na 
številnih področjih, med drugim v medicini, kozmetiki, hrani in industriji (Czajka in sod., 
2015; Jeevanandam in sod., 2018).  
 
Delci titanovega dioksida (TiO2) veljajo za biološko manj aktivne oz. inertne in so zato 
široko uporabljeni na raznih področjih (Shi in sod., 2013). Problem nastane z manjšanjem 
TiO2 delcev na nanovelikosti, saj so fizikalno-kemijske lastnosti takšnih TiO2 ND precej 
drugačne od lastnosti večjih delcev istega materiala (Khan in sod., 2019). Posledično je vrsta 
raziskav pokazala, da škodljivi učinki ND na splošno ter specifično TiO2 ND na ljudi in 
okolje ne morejo biti določeni samo s tradicionalnimi metodami določanja strupenosti 
(Oberdörster, 2010; Ray in sod., 2009; SCENIHR, 2006). Kljub razmahu študij 
nanotoksičnosti je znanje potencialnega tveganja zaradi izpostavljenosti TiO2 ND zaenkrat 
nezadostno ter zaostaja za njihovo pogosto uporabo (Grande in sod., 2016; Migliore in sod., 
2015; Musial in sod., 2020; Skočaj in sod., 2011; Song in sod., 2015). 
 
TiO2 ND so ena izmed najbolj pogosto proizvedenih ter uporabljenih formulacij ND  
(pregled v Jeevanandam in sod., 2018; Shi in sod., 2013; Ziental in sod., 2020). Obstaja 
mnogo različnih formulacij TiO2 ND, ki se med seboj razlikujejo med drugim po kristalni 
strukturi, velikosti, stabilnosti v vodnih okoljih, nagnjenosti k agregaciji in biološki 
aktivnosti oz. strupenosti. Zaradi njihove obsežne uporabnosti in njihove uporabe v mnogih 
potrošniških izdelkih, npr. v kozmetiki, sončnih kremah, zdravilih, prehrani, barvah ter 
drugje, obstaja verjetnost povečane izpostavljenosti ljudi tem ND tako preko kože, 
vdihovanja, oralnega zaužitja ter intravenskega injiciranja (Pele in sod., 2015; Sangur, 2020; 
Shakeel in sod., 2016; Skočaj in sod., 2011; Weir in sod., 2012).  
 
Več in vitro raziskav je pokazalo, da so določene vrste TiO2 ND citotoksične ter 
genotoksične, povzročajo apoptozo, vnetje, sprožijo nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti 
(ROS), spremenijo delovanje encimov ter ekspresijo genov na različnih celičnih modelih 
(Chen in sod., 2014; Coccini in sod., 2015; Ferraro in sod., 2020; Song in sod., 2016; 
Valdiglesias in sod., 2013). Tudi različne in vivo študije so pokazale, da TiO2 ND po vstopu 
v krvni obtok dosežejo ter se akumulirajo v pomembnih organih, kot so vranica, jetra, pljuča, 
srce ter možgani ter povzročajo njihove poškodbe (pregled v Czajka in sod., 2015; Fabian 
in sod., 2008; Kim in sod., 2019). Potrebno je navesti, da prav tako obstaja kar nekaj študij, 
ki niso pokazale škodljivosti TiO2 ND (Kocbek in sod., 2010; McCracken in sod., 2013; 
Wang in sod, 2011). Posledica različnih rezultatov študij je lahko zaradi več dejavnikov, kot 
npr. razlika v delcih (kristalna struktura, velikost ND), kot tudi v izbranem celičnem modelu 
ali organizmu, uporabljeni koncentraciji ND in protokolu izpostavitve. 
 
Čeprav se že dalj časa izpostavlja dejstvo, da je ključno, da se in vitro ter in vivo analizira 
tudi zelo nizke, bolj fiziološko pomembne koncetracije ND, je še vedno premalo študij, ki 
testirajo tudi nizke koncentracije ND. To je pomembno, saj so v mnogih študijah pokazali 
škodljive učinke ND šele pri izjemno visokih koncentracijah, katerim v vsakdanjem 
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življenju nismo izpostavljeni oz. jih ne moremo doseči v tkivih (Iavicoli in sod., 2011; Shi 
in sod., 2013). Ob upoštevanju tega dejstva (mnogokrat so uporabljenje previsoke 
koncentracije ali doze) trenutno še potekajo raziskave, saj je za določene ND težko podati 
dokončno mnenje o njihovi strupenosti oz. škodljivosti (SCENIHR, 2006). 
 
ND morajo pri prehodu v centralni živčni sistem (CŽS) prečkati več bioloških pregrad v 
telesu, zato so njihove pričakovane koncentracije v možganih nizke (Maher in sod., 2016). 
Kljub temu pa je bil pomen in potencialen vpliv tudi nizkih koncentracij ND v CŽS pokazan 
s številnimi in vivo živalskimi študijami, ki so povezale izpostavljenost okoljskim ter 
eksperimentalnim ND z raznimi zdravstvenimi problemi, med drugim povečano incidenco 
nevrodegenerativnih bolezni ter zmanjšanjem kognitivnih funkcij (Cupaioli in sod., 2014; 
Song in sod., 2015; Zeman in sod., 2018). Magnetitne ND, nastale z izgorevanjem fosilnih 
goriv, so med drugim našli tudi v možganih pacientov z Alzheimerjevo boleznijo (AD) (0,2 
- 12 µg ND/g suhe teže možganskega tkiva), ki so živeli v mestih z visoko onesnaženim 
zrakom (Maher in sod., 2016) ter na fetusni strani placente pri človeku, kar pomeni, da ND, 
ki vstopijo v telo, lahko dosežejo tudi razvijajoči se plod (Bové in sod., 2019). V zadnjih 
letih je tako vse več študij, ki opozarjajo, da bi lahko bila povečana onesnaženost okolja, 
vključno s povečano izpostavljenostjo ND, eden od možnih vzrokov za povečano incidenco 
nevrodegenerativnih bolezni v zadnjih desetletjih (Cannon in Greenamyre, 2011; Win-Shwe 
in Fujimaki, 2011). 
 
Posledično so potrebne dodatne raziskave, da se določi možen vpliv ND ter specifično TiO2 
ND na zdravje ljudi (pregled v Cupaioli in sod., 2014; Czajka in sod., 2015), kar je zaznala 
tudi EU komisija, ki zaradi premalo relevantnih študij ni mogla podati mnenja o uporabi 
TiO2 v prehrani (EFSA, 2016). Področje nanotoksikologije je izjemno kompleksno in 
dokončnih zaključkov ni. Boljše razumevanje tveganja izpostavljenosti ND je zato 
pomembno, da se lahko izognemo njihovim možnim stranskim učinkom in za razvoj 
varnostnih smernic ter primerne regulacije za uporabo ND v potrošniških izdelkih.  
 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na in vitro analizo delovanja TiO2 ND na človeške 
nevralne celice SH-SY5Y, pri čemer smo uporabili inženirske TiO2 ND, s katerimi se 
vsakodnevno srečujemo: TiO2 Food Grade (FG) ND (za prehransko uporabo), TiO2 P25 ND 
ter TiO2 ANATAZ ND (za uporabo v industrijskih izdelkih). Uporabili smo relativno nizke 
in zmerne koncentracije ND (2, 10, 25 µg/mL), kar nam je omogočilo, da raziščemo možne 
citotoksične učinke izbranih ND in primerjamo naše ugotovitve z obstoječo literaturo. Naše 
raziskave so obsegale analizo preživetja celic SH-SY5Y po izpostavljenosti TiO2 ND, vpliv 
TiO2 ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y ter nastanek ROS. Prav tako smo določali 
potencialne učinke TiO2 ND  na količino in procesiranje proteina β-amiloid (Aβ), 
povezanega z AD. 
 
1.2 CILJI RAZISKOVALNE NALOGE 
 
Cilji magistrske naloge so bili postavitev protokola za diferenciacijo celične linije 
človeškega nevroblastoma SH-SY5Y ter validacija protokola diferenciacije z analizo 
ustreznih markerjev diferenciacije. Eden glavnih ciljev našega raziskovanja je bil določitev 
citotoksičnosti izbranih TiO2 ND z analizo njihovega vpliva na preživetje diferenciranih 
celic SH-SY5Y, nastanek ROS ter vpliva na potek diferenciacije celic. Prav tako smo si 
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zastavili cilj določiti, ali izbrani ND vplivajo na morebitne spremembe v količini proteinov 
povezanih z nevrodegenerativnimi spremembami (Aβ). 
 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Postavili smo naslednje hipoteze: 
 
1. Izbrani TiO2 ND (ANATAZ, FG, P25) bodo koncentracijsko odvisno vplivali na 
preživetje diferenciranih celic SH-SY5Y.  
 
2. Izbrani TiO2 ND (ANATAZ, FG, P25) bodo koncentracijsko odvisno vplivali na nastanek 
ROS. 
 
3. Izbrani TiO2 ND (ANATAZ, FG, P25) bodo koncentracijsko odvisno vplivali na potek 
diferenciacije celic SH-SY5Y. 
 
4. Izbrani TiO2 ND (ANATAZ, FG, P25) bodo vplivali na količino in procesiranje proteinov 
povezanih z nevrodegenerativnimi spremembami (Aβ).
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1  NANOTEHNOLOGIJA IN NANODELCI 
 
Nanotehnologija je veda, ki se ukvarja s preučevanjem, nadzorovanjem in manipuliranjem 
snovi na velikostni skali od 1 do 100 nm (10-9 m) in je bila prvič definirana leta 1974 (What 
is …, 2020), čeprav so se nanomateriali v taki ali drugačni obliki uporabljali že veliko prej. 
Odkar je koncept nanotehnologije predstavil Nobelov nagrajenec Richard P. Feyman med 
njegovim znanim predavanjem leta 1959 »There is plenty of room at the bottom«, je prišlo 
do mnogih revolucionarnih napredkov na tem področju, tako v razvoju samih tehnik 
priprave, karakterizacije in uporabe ND, kot tudi razumevanja njihovih lastnosti in vplivov 
na okolje in žive organizme (Khan in sod., 2019). 
 
Trenutna definicija nanomateriala, ki jo priporoča Evropska komisija (EC)- (2011/696/EU) 
sprejeta dne 18. 10. 2011, nanomaterial definira kot material, ki vsebuje ND, ki so naravnega 
izvora, ali narejeni po naključju ali namenoma, so med seboj nevezani, ali pa tvorijo agregate 
ali aglomerate, ter jih 50 % ali več meri med 1 nm in 100 nm v eni ali v več dimenzijah. V 
posebnih primerih, ali takrat, ko je skrb glede okolja, zdravja, varnosti ali konkurenčnosti 
opravičena, se 50 % prag sme nadomestiti s pragom med 1 in 50 % (Commision 
Recommendation (EC) No 696/2011 …, 2011). To vključuje tudi ND, ki jih uporabljamo v 
hrani (npr. TiO2 FG), medicini (nanozdravila, liposomi), industriji (npr. P25 ter ANATAZ 
TiO2) in kozmetiki. 
 
Obstaja več razvrstitev ND. Razvrstimo jih lahko glede na njihovo velikost, obliko ali 
lastnosti samega materiala (Jeevanandam in sod., 2018). Nekatere razvrstitve ločijo med 
organskimi in anorganskimi ND. V prvo skupino uvrščamo dendrimere, liposome in 
polimerne ND, druga skupina pa vključuje fulerene, kvantne pike in zlate ND. Druge 
razvrstitve ločijo ND glede na to ali so keramični, semikonduktivni, polimerni ali karbonatni. 
Prav tako so ND lahko razvrščeni kot trdi (TiO2, SiO2, fulereni) ali mehki (liposomi, 
nanokapljice, vezikli). Način razvrstitve ND je prav tako lahko odvisen od njihove uporabe, 
npr. ali jih uporabljajo v diagnozi, terapiji ali bazičnem raziskovanju, lahko pa je povezan z 
njihovim načinom proizvodnje (Khan in sod., 2019; Jarvie in sod., 2020).  
 
Kot že prej omenjeno so ND lahko naravnega izvora. Sem uvrščamo viruse, puščavski prah, 
nastajajo med erozijo, gozdnimi požari, vulkanskimi izbruhi, ... Lahko so nenamensko 
proizvedeni, kot npr. stranski produkti pri industrijski proizvodnji, kjer se pojavljajo pri 
mletju, varjenju, brušenju, gradbeništvu, kondenzaciji kovinskih par; izgorevanje biomase 
in fosilnih goriv; izpuh iz motorjev z notranjim izgorevanjem, … ter inženirski, ki so načrtno 
in namensko proizvedeni, in kjer njihova praktična uporabnost sega na številna področja, od 
gradbeništva, fizike, kemije, ekologije, prehrane, kozmetike do medicine in farmacije 
(Jeevanandam in sod., 2018). 
 
Ker so nanomateriali specifična skupina kemikalij so v Evropski uniji (EU) pod nadzorom 
regulatornih pristojnosti, ki zagotavljajo varno uporabo vseh kemikalij, kar pomeni, da 
morajo biti nevarne lastnosti nanomaterialov določene ter da mora biti zagotovljena njihova 
varna uporaba. Prav tako v legislaciji obstajajo dodatna specifična določila za nanomateriale, 
ki so v hrani, kozmetiki ter v biocidnih proizvodih. Da so nanomateriali lahko legalno 
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proizvedeni ali uvoženi v EU morajo biti registrirani, prav tako morajo proizvajalci oz. 
uvozniki kot del registracije podati informacije o vplivu nanomaterialov na človeško zdravje 
ter na okolje. V primeru, da imajo snovi nevarne lastnosti, jih morajo prijaviti ustreznemu 
pristojnemu organu ter jih ustrezno označiti in zapakirati, da so lahko varno uporabljene 
(Regulation, 2020). Velik problem pa predstavlja regulacija nanotehnologije na mednarodni 
ravni, saj je v mnogih državah zakonodaja na področju uporabe nanomaterialov še zelo 
ohlapna in v veliko državah ne zahtevajo označevanja izdelkov, ki vsebujejo ND, ampak 
pogosto navedejo samo material. Ravno tako ni dobrega nadzora nad uporabljenimi 
materiali, saj je identifikacija nanomaterialov težavna, še posebej, ko so že integrirani v 
produkt (Contado, 2015; Inshakova in Inshakov, 2017). Verjetno je tudi, da se mnogi 
proizvajalci ne zavedajo tveganj, povezanih z uporabo ND, mnogi pa se v imenu dobička 
nanje ne ozirajo (Griffith in sod., 2015). Največji problem pa predstavlja dejstvo, da 
posledice in nevarnosti izpostavljenosti nanomaterialom niso dobro poznane, saj negativni 
učinki niso akutni, temveč lahko nastopijo tudi po več desetletjih kopičenja ND v telesu, 
tovrstne raziskave pa še niso temeljito opravljene (Sajid in sod., 2014).  
 
V začetku 21. stoletja so mnogi raziskovalci, regulatorne in nevladne organizacije izrazili 
skrb glede varnosti uporabe nanomaterialov, saj lahko delci in materiali nanovelikosti 
predstavljajo nevarnost za človeško zdravje ter okolje, zaradi njihove večje reaktivnosti 
(SCENIHR, 2006). Kljub temu pa se je šele v zadnjih 10 letih začelo aktivno raziskovanje 
te problematike (Oberdörster, 2010; Santamaria, 2012). Zaradi posebnih lastnosti 
nanomaterialov in ND je pri določanju njihove potencialne strupenosti potreben 
multidisciplinaren pristop, ki vključuje tako fiziko, kemijo, biologijo ter medicino. 
 
2.1.1 Fizikalno-kemijske lastnosti ND 
 
Uporabnost nanomaterialov so raziskovalci odkrili, ko so opazili, da velikost vpliva na 
fizikalno-kemijske lastnosti snovi. Med glavne fizikalno-kemijske lastnosti, po katerih se 
ND razlikujejo od večjih delcev istega materiala, uvrščamo: velika površina glede na maso, 
nekateri ND lahko izkazujejo kvantne efekte ter so visoko mobilni v prostem stanju, velikost 
pa vpliva tudi na njihovo površinsko reaktivnost, trdnost, optične lastnosti in njihovo 
obnašanje v interakcijah z okoljem in živimi organizmi (Khan in sod., 2019). Prav te lastnosti 
ND pa predstavljajo problem pri raziskovanju njihovih negativnih učinkov, saj se 
raziskovalci soočajo s težavami pri njihovem opredeljevanju, zaznavanju in merjenju v 
bioloških tkivih.  
 
Nanovelikost je ena izmed glavnih fizikalno-kemijskih lastnosti, ki razlikuje ND od njihovih 
večjih analogov (De Jong in Borm, 2008). Z zmanjšanjem velikosti delca se poveča njihova 
mobilnost, kar lahko poveča njihov transport preko celičnih membran ter prehajanje čez 
biološke pregrade (črevesna, pljučna sluznica). ND, ki prečkajo membrano, lahko 
interagirajo z makromolekulami, kot so proteini, lipidi, DNA ali RNA ter vodijo do različnih 
bioloških/biokemijskih procesov. Prav tako je neposredna posledica njihove majhne 
velikosti zelo velika površina v primerjavi z večjimi delci, kot je prikazano na Sliki 1. To bi 
lahko bil eden izmed vzrokov, da so ND ponavadi obravnavani kot biološko bolj aktivni oz. 
bolj strupeni v primerjavi z večjimi delci istega materiala. Ko se zmanjša velikost delca, se 
njegova površina poveča, kar omogoči, da je večje število atomov ali molekul ter reaktivnih 
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skupin izpostavljenih na površini, namesto v notranjosti delca, zato je verjetno, da se poveča 
tudi njihova biološka aktivnost (Shi in sod., 2013). 
 
Slika 1: Za enak celokupen volumen materiala, zmanjšanje velikosti delca pomeni povečanje njegove površine 
(prirejeno po Wolberger, 2009). 
Razlike v fizikalno-kemijskih lastnostih med ND in večjimi delci določajo tudi njihovo 
obnašanje ter biodistribucijo oz. porazdelitev v telesu po njihovem prenosu od mesta vstopa, 
njihove celične interakcije ter učinke (Oberdörster, 2010). Vplivi delcev in ND na mestu 
vstopa (primarni tarčni organ), ki je ponavadi respiratorni trakt ali črevesna sluznica, je 
pogosto enak za ND in delce makroskopske velikosti istega materiala, je pa vpliv na 
sekundarne organe pogosto drugačen (Oberdörster in sod, 2009). 
 
2.1.2 TiO2  
 
Titan (Ti) je deveti najpogostejši element v zemeljski skorji s povprečno koncentracijo 4400 
mg/kg. Zaradi njegove močne afinitete za kisik in druge elemente se titan v naravi redko 
pojavlja v kovinski obliki. Njegova najpogostejša oksidacijska oblika je +4, obstaja pa tudi 
v +3 in +2 obliki. Kovinski obliki titana, TiO2 ter TiCl4, sta spojini pogosto uporabljeni v 
industriji (Shi in sod., 2013). 
Titanov dioksid (TiO2), naravni oksid titana, so odkrili leta 1795, z njegovo komercialno 
proizvodnjo pa so začeli leta 1920. Približno 95 % titanove rude je procesirane v TiO2, ki je 
tudi najpogosteje uporabljen produkt iz titana (Rahimi in sod., 2016). Velikost delca je 
odvisna od njegove uporabe in vključuje ND < 100 nm ter mikronske delce od 0,1 do 
približno 3 μm. TiO2 se v naravi nahaja v treh kristalnih strukturah, kot rutil (tetragonalna 
struktura), anataz (tetragonalna struktura) ter redkeje kot brukit (ortorombska struktura) 
(Gupta in Tripathi, 2011; Rahimi in sod., 2016). Kristalne strukture TiO2 so prikazane na 
Sliki 2. Čeprav velja anataz za bolj strupeno obliko ima v primerjavi z rutilom ter brookitom 
več industrijskih aplikacij, saj ima višjo fotokatalitično aktivnost (Baranowska-Wójcik in 
sod., 2020; Shi in sod., 2013). 
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Slika 2: Kristalne strukture TiO2: rutil, anataz ter brukit (prirejeno po Baranowska-Wójcik in sod., 2020). 
TiO2 ND so ponavadi mešanica anatazne in rutilne kristalne strukture. Glavni parametri 
delcev, ki vplivajo na njihove fizikalno-kemijske lastnosti vključujejo obliko, velikost, 
površinske lastnosti ter notranjo strukturo. Posledično imajo TiO2 ND drugačne lastnosti v 
primerjavi z večjimi, mikronskimi TiO2 delci. Te drugačne lastnosti vplivajo na njihovo 
bioaktivnost, zato mora biti njihova varnost ter možni škodljivi vplivi na zdravje previdno 
ocenjeni, kljub temu da mikronski TiO2 delci veljajo za biološko manj aktivne oz. inertne 
(Shi in sod., 2013). 
 
TiO2 je zaradi njegove svetlosti ter visokega refrakcijskega indeksa najpogosteje uporabljen 
bel pigment, pri čemer se odvisno od namena uporabe uporabljata tako rutilna kot tudi 
anatazna kristalna struktura. Približno štiri milijonov ton tega pigmenta je letno uporabljenih 
po celem svetu (pregled v Shi in sod., 2013; Ziental in sod., 2020; Jeevanandam in sod., 
2018).   
 
TiO2 ND so uporabljeni v katalitičnih reakcijah, kot semikonduktorski fotokatalisti v 
tretiranju kontaminirane vode z nevarnimi stranskimi produkti industrije. Prav tako so lahko 
uporabljeni kot fotoaktiven material v nanokristalnih solarnih celicah. Industrijska uporaba 
fotokatalitičnega učinka TiO2 ND je našla pot tudi v druge aplikacije, še posebej za 
samočistilne ter protimeglene namene, kot so samočistilne ploščice, okna, tekstil ter 
protimeglena ogledala v avtomobilih (pregled v Shi in sod., 2013; Ziental in sod., 2020; 
Jeevanandam in sod., 2018). 
 
TiO2 prav tako sodi med pet najpogosteje uporabljenih ND v potrošniških izdelkih, barvah 
ter farmacevtskih preparatih. V vsakdanjem življenju ga lahko najdemo skoraj povsod – v 
plastiki, papirju, barvilih, zdravilih, v izdelkih za osebno higieno, npr. v zobni pasti. 
Unikatne fizikalne lastnosti TiO2 ND so prav tako idealne za uporabo v raznih izdelkih za 
kožo. Pogosto se nahajajo v sončnih kremah in drugi kozmetiki, saj odbijajo in razpršujejo 
ultravijolično A (UVA) in ultravijolično B (UVB) svetlobo. Trenutno se raziskuje, ali so 
TiO2 ND primerni za zdravljenje različnih kožnih bolezni kot so akne, atopijski dermatitis, 
hiperpigmentiranost in tudi drugih ne-dermatoloških bolezni (pregled v Shi in sod., 2013; 
Ziental in sod., 2020; Jeevanandam in sod., 2018). 
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Na področju nanomedicine se TiO2  že dolgo uporablja kot komponenta za izdelovanje 
prostetičnih vsadkov, še posebej za kolke ter kolena. Ti vsadki včasih odpovejo zaradi 
obrabe, razpada materiala ali zaradi kroničnega vnetnega odziva, ki je posledica odziva 
telesa na material vsadka. Dolgoročni stranski učinki TiO2, ki se sprošča iz razpadajočega 
materiala v telo, niso znani (pregled v Shi in sod., 2013; Ziental in sod., 2020; Jeevanandam 
in sod., 2018).  
 
2.2 IZPOSTAVLJENOST TER PRIVZEM ND V CELICO 
 
Kljub hitremu razvoju nanoznanosti ter pogosti uporabi ND pa obstaja možnost strupenosti, 
ki so povezane z ND in nanomateriali, še posebej po njihovih dolgotrajnih in ponavljajočih 
izpostavitvah in kopičenju ND v telesu. Ker oblačila, kozmetika ter različni izdelki za kožo 
vsebujejo ND, lahko pride do stika ND s kožo tako namerno kot nenamerno (Skočaj, 2011; 
Weir in sod., 2012). Tudi uporaba ND v hrani kot prehranski dodatek ter v zdravilih se 
povečuje, ocenjujejo, da ljudje v razvitih državah vsak dan zaužijejo približno 1,1 – 2,2 mg 
TiO2 ND na 1 kg telesne teže (Mahler in sod., 2012; McClements in Xiao, 2017). 
 
2.2.1 Izpostavljenost ND 
 
Tri glavne poti, preko katerih so ljudje izpostavljeni ND so i) vdihovanje ND, ii) 
izpostavljenost preko prebavne poti ter iii) izpostavljenost preko kože. V splošnem sta 
vdihovanje ter oralna izpostavljenost najbolj tvegana načina izpostavitve TiO2 ND. Možni 
so tudi drugi načini izpostavitve, kot npr. injiciranje ND v krvni obtok ali tkivo v okviru 
medicinskega zdravljenja (npr. za transport zdravila) (Santamaria, 2012; Zeman in sod., 
2018).  
 
Neodvisno od absorbcijske poti je distribucija ND v telesu močno odvisna od njihovih 
fizikalno-kemijskih lastnosti (Hoet in sod., 2004) in se razlikuje glede na material, velikost 
ter naboj. ND so dovolj majhni, da lahko penetrirajo skozi majhne kapilare v telesu ter 
prehajajo preko celičnih pregrad. Posledično lahko vstopijo v celice preko različnih 
mehanizmov, kjer vplivajo na znotrajcelične strukture ter sekundarne organe (Kettiger in 
sod., 2013), kar lahko povzroči negativne učinke, kot so vnetje ter OS, tako v primarnih kot 
sekundarnih organih (Oberdörster in sod., 2009).  
 
2.2.2 Vdihovanje TiO2 ND 
 
Vdihovanje je pomemben dejavnik izpostavljenosti človeškega telesa ND iz izpušnih plinov, 
okoljskih onesnaževalcev ter drugih ND, s katerimi se srečujejo delavci na delovnih mestih, 
zlasti med obdelavo materialov (Win-Shwe in Fujimaki, 2011; Maher in sod., 2016).  
 
Vdihani ND se lahko adsorbirajo po celotnem respiratornem traktu; medtem ko se večji ND 
zadržijo v zgornjem delu dihal, lahko manjši ND penetrirajo skozi respiratorni trakt vse do 
pljučnih alveolov (Forbe in sod., 2011; Oberdörster in sod., 2009). Njihova nadaljnja usoda 
ter zmožnost, da prehajajo v telo, še ni točno znana in je odvisna od vrste delcev. Zaenkrat 
opisujejo tri možne poti po katerih zadržani ND v pljučnem tkivu zapustijo pljuča:                         
i) mukociliarni transport v grlo ter prenos v gastrointestinalni trakt (GIT), ii) transport v 
limfne vozle z makrofagi ter iii) prenos v sistemski krvni obtok (pregled v Zeman in sod., 
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2018). Tudi samo lokalno zadrževanje ND v pljučnem tkivu je problematično, saj lahko vodi 
v poškodbe pljučnega tkiva (Braakhuis in sod., 2014; Donaldson in sod., 2013). 
 
Po prehodu tankega respiratornega epitelija ND lahko vstopijo v kri ter limfo od koder 
dosežejo različne organe, med drugim kostni mozeg, limfne vozle, vranico, srce in jetra 
(Oberdörster in sod., 2005; Pujalté in sod., 2017). Vdihani TiO2 ND prav tako lahko 
penetrirajo krvno-placentarno pregrado v miših (Hougaard in sod., 2010). 
 
Pod določenimi pogoji lahko ND preko vohalnega epitelija v nosni votlini penetrirajo tudi 
vzdolž olfaktornega živca v olfaktorni bulbus oz. preko trigeminalnega živca neposredno v 
možgane, pri čemer zaobidejo KMP (Song in sod., 2015). Pomembnost te poti za TiO2 ND 
je že dobro dokumentirana s poskusi na laboratorijskih živalih, predvsem z administracijo 
ND s pomočjo nazalne instilacije (Pujalté in sod., 2017; Wang in sod., 2008a, 2008b).  
 
2.2.3 Dermalna izpostavitev TiO2 ND 
 
Veliko potrošniških izdelkov, kot so sončne kreme in druga kozmetika, vsebuje TiO2 ND, 
zato je raziskovanje absorbcije teh ND preko kože v velikem interesu. Penetracija različnih 
anorganskih delcev preko zunanje plasti kože, imenovane poroženela plast, je malo verjetna 
(Senzui in sod., 2010). Običajno se kozmetika ter sončne kreme nanašajo na nepoškodovano 
kožo, vendar lahko pod določenimi pogoji, npr. sončne opekline in ureznine, pride do 
poškodb kože, kar potencialno vodi v povečano absorbcijo ND. Izvedenih je bilo veliko in 
vivo in in vitro študij v katerih so raziskovali penetracijo TiO2 ND na nepoškodovani ter na 
poškodovani koži. V večini in vivo raziskav na ljudeh in poskusnih živalih so opazili 
akumulacijo TiO2 ND v koži, vendar so le ti redko penetrirali globje od poroženele plasti, 
tako na nepoškodovani ter poškodovani koži (Lademann in sod., 1999; Monteiro-Riviere in 
sod., 2011; Tan in sod., 1996). Podobno velja za in vitro raziskave (Miquel-Jeanjean in sod., 
2012; Senzui in sod., 2010). V eni raziskavi so po dolgotrajni dermalni izpostavitvi (60 dni) 
opazili pojav histopatoloških sprememb ter ROS ne samo v koži, temveč tudi v notranjih 
organih miši. Avtorji menijo, da je bila penetracija ND skozi kožo odvisna od časa. To bi 
lahko bil razlog, zakaj se ta fenomen ni pojavil v drugih eksperimentih, kjer so bile živali 
izpostavljene TiO2 ND samo za nekaj dni (Shakeel in sod., 2016; Shi in sod., 2013; Wu in 
sod., 2009). Potrebno pa je omeniti, da je mišja koža drugačna od človeške in je verjetno, da 
lahko ND hitreje penetrirajo skozi, zato se te ugotovitve težko prenese na ljudi (Literature 
review …, 2017)  
 
2.2.4 Oralno zaužitje TiO2 ND 
 
GIT je pomembna pot za absorbcijo TiO2 ND, saj mnogo prehranskih izdelkov, vode ter 
drugih pijač in prenašalcev zdravil, vsebuje TiO2 ND (Pele in sod., 2015). GI absorbcija 
nanomaterialov je tudi predmet nedavnih raziskav na področju nanomedicine za razvoj 
efektivnih prenašalcev, ki povečajo oralni privzem zdravil (Hillyer in Albrecht, 2001; Shi in 
sod., 2013). 
 
Opisane so bile tri poti absorbcije ND preko črevesne pregrade: i) paracelični prenos preko 
tesnih stikov, verjetno za zelo majhne ND (približno do 5 nm), ii) transcitoza, predvsem 
preko celic M ter Peyerjevih plošč ter iii) persorpcija oz. paracelični prenos preko 
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razpadajočih enterocitov (stari enterociti so »izrinjeni« iz črevesne resice v lumen črevesja, 
kar pusti luknjo v epiteliju, ki omogoča prehod delcev), verjetno tudi za velike ND in 
mikrodelce (pregled v Martirosyan in sod., 2012; Zeman in sod., 2018).  
 
V nekaterih raziskavah so prišli do zaključka, da je absorbcija TiO2 ND preko GIT odvisna 
od več dejavnikov, med njimi od velikosti delcev (manjši delci se lažje absorbirajo), doze 
(visoka doza vodi v preobremenitev črevesja in povečano absorbcijo) ter stanja 
eksperimentalne živali (povečana absorbcija ND pri glodalcih, ki so bili prisiljeni v stradanje 
za več ur preden so dobili odmerek TiO2 ND, kar lahko vpliva na absorbcijsko kapaciteto 
črevesja) (pregled v Zeman in sod., 2018).  
 
Ljudje smo vsakodnevno izpostavljeni E171, živilskemu dodatku narejenemu iz TiO2 
mikronskih delcev, ki je dodan mnogim živilom, med drugim sirom, barvilom za hrano, 
omakam, posnetemu mleku, sladoledom ter raznim slaščicam (Weir in sod., 2012). TiO2 v 
mikronski obliki naj ne bi bil biološko aktiven, zato je z zakonodajo v EU in tudi drugod za 
zdaj še uvrščen med varne materiale za prehrano ljudi (Baranowska-Wójcik in sod., 2020; 
EFSA, 2016). Pri tem velikost delcev ni navedena, kljub dejstvom, da tudi mikronski delci 
vsebujejo določen delež ND (EFSA, 2016). Vsebnost E171 v slaščicah je v primerjavi z 
drugimi živili zelo visoka, saj lahko doseže 2,5 mg Ti/g živila, zato je predvideno, da otroci 
lahko dnevno zaužijejo 2-4 krat več TiO2 ND na 1 kg telesne teže kot odrasle osebe (EFSA, 
2016). Obsežna uporaba TiO2 ND v prehranski industriji je povzročila porast skrbi glede 
varnosti uporabe TiO2 v prehrani. V letu 2010 je Mednarodna agencija za raziskovanje raka 
(IARC) klasificirala TiO2 kot »snov je morda rakotvorna za človeka« (skupina 2B). 
Evropska agencija za varnost hrane (EFSA) je v letu 2016 objavila mnenje, da E171 verjetno 
ne predstavlja tveganja za zdravje, vendar zaradi pomanjkljivosti raziskovalnih podatkov 
dopusten dnevni vnos TiO2 ND ni bil določen (EFSA, 2016). Na osnovi rezultatov študij z 
živalmi je trenutna določena varna meja vnosa 2,25 mg TiO2 ND na 1 kg telesne teže 
(pregled v Baranowska-Wójcik in sod., 2020). Kljub pogosti uporabi E171 v prehrani, pa 
njegove dolgoročne posledice za zdravje niso znane (Weir in sod., 2017).  
 
2.2.5 Privzem ND v celice 
 
ND lahko vstopijo v celice na več načinov, kot je prikazano na Sliki 3. Delci, internalizirani 
preko aktivnega transporta, so pogosto transportirani v vezikularnih strukturah, ki se nato 
združijo s lizosomi (Kettiger in sod., 2013; Panariti in sod., 2012; Sahay in sod., 2010; Stern 
in sod., 2012). Po privzemu se lahko ND v celicah kopičijo, se z eksocitozo prenesejo v 
zunajcelični prostor, lahko se sprostijo v citosol ali prečkajo celico kot del transcitoznega 
procesa (Jud in sod., 2013; Stern in sod., 2012).  Nekateri ND lahko vstopijo v celico tudi s 
pasivnim transportom oz. difuzijo preko celične membrane (Sahu in Casciano, 2009). Iz 
citoplazme lahko nekateri ND dostopajo do znotrajceličnih organelov, kot so jedro ter 
mitohondriji (Sabliov in sod., 2015). Zaradi teh sposobnosti so ND primerni za terapevtsko 
ter diagnostično uporabo (Baetke in sod, 2015).  
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Slika 3: Shema možnih mehanizmov vstopa ND v celico ter celične kompartmente. ND se aktivno prenesejo v 
celico s fagocitozo (A), pinocitozo (B), s klatrinom posredovano endocitozo (C), od klatrina in kaveolinov- 
neodvisno endocitozo (D), s kaveolini-posredovano endocitozo (E) ali s pasivno difuzijo (F) (prirejeno po 
Mühlfeld in sod., 2008). 
2.3 PRENOS ND V MOŽGANE 
 
Možgani so zaradi lege v lobanji, ki jih ščiti pred mehanskimi poškodbami, in številnih 
strukturnih pregrad (krvno-živčna pregrada, krvno-intersticijska tekočinska pregrada ter 
KMP), ki jih ščiti pred možnimi škodljivimi snovmi, najverjetneje najbolj zavarovan organ 
v človeškem telesu. Vendar še vedno obstajajo poti, po katerih različne snovi, vključno z 
ND, lahko vstopijo v možgane. Te poti so: i) neposreden prenos ND iz krvi preko KMP, ii) 
prenos ND preko olfaktornega in/ali trigeminalnega živca od nosu ter iii) prečkanje 
placentarne pregrade ter KMP fetusa (Sahota in sod., 2013; Simkó in Mattsson, 2014).  
  
2.3.1 Translokacija ND iz krvi v možgane 
 
KMP je selektivna pregrada, ki ščiti možgane pred molekulami iz krvnega obtoka, hkrati pa 
ohranja homeostazo ter omogoča esencialne presnovne procese v možganih. KMP gradijo 
celice kapilarnih sten (endotelne celice), ki so med seboj povezane preko tesnih stikov, te 
povezave pa podpirajo celice astrocitov in pericitov. Zaradi kompleksnosti KMP lahko preko 
nje prehajajo samo specifične molekule z nizko molekulsko maso, preko treh glavnih 
transportnih mehanizmov (pasivna difuzija, aktivni transport ter endocitoza). Na ta način so 
možgani varovani pred morebitnimi povzročitelji bolezni, toksini in drugimi škodljivimi 
snovmi v krvi (Simkó in Mattsson, 2014). 
 
Nekateri ND lahko preidejo v kri ali limfo ter se po njej nato prenesejo do KMP (pregled v 
Song in sod., 2015). V krvi se na podlagi njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti na površino 
ND veže plast proteinov, ki jo imenujemo proteinska korona. Ker je le ta sestavljena iz 
različnih proteinov iz seruma in limfe, se ti proteini lahko vežejo na različne receptorje v 
celični membrani celic KMP in sprožijo njihovo internalizacijo, poleg receptorja in 
njegovega liganda pa celica internalizira (in potencialno transcitira) tudi ND (Nguyen in Lee, 
2017).  
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Sama prepustnost KMP je lahko spremenjena v nekaterih primerih kot so: i) patološka stanja 
možganov (nevrodegenerativne/nevrovaskulatorne bolezni, možganski tumorji, metabolne 
bolezni ali vnetna stanja) v katerih je spremenjena oz. motena struktura ter integriteta KMP 
in ii) v primeru povečane prepustnosti KMP zaradi kemičnih, bioloških ali fizikalnih 
stimulusov, ki začasno odprejo tesne stike (Chen in Liu, 2012; Cupaioli in sod., 2014). KMP 
prav tako s starostjo postaja bolj prepustna (Erdő in sod., 2017). Vse to olajša vstop ND v 
CŽS, določeni ND pa lahko KMP tudi sami poškodujejo (Sharma in sod., 2010; Sharma H. 
S. in Sharma A., 2007), s čimer olajšajo vstop sebi ter tudi drugim snovem v CŽS, za katere 
je KMP sicer neprepustna. V nekaterih študijah in vivo so nanomateriale odkrili v različnih 
predelih možganov, vključno z olfaktornim bulbosom, hipokampusom, cerebralnim 
korteksom ter striatumom (Ge in sod., 2019; Song in sod., 2015). ND so s svojo prisotnostjo 
inducirali vnetje, edem, celične poškodbe ali celo celično smrt v določenih možganskih 
regijah pri miših in podganah (Cupaioli in sod., 2014; Grissa in sod., 2016; Simkó in 
Mattsson, 2014; Zeman in sod., 2018).  
 
2.3.2 Aksonska translokacija ND od nosu do možganov 
 
Druga pot prenosa ND v možgane poteka preko olfaktornega in/ali trigeminalnega živca. 
Aksoni olfaktornih nevronov se nahajajo v olfaktornem epiteliju, ki prekriva del nosne 
votline, tvorijo olfaktorni živec in vstopajo v olfaktorni bulbus. Trigeminalni živec prečka 
respiratorni epitelij in usta (Slika 4). Ta druga neposredna pot je ključnega pomena za vstop 
ND v možgane miši in podgan po intranazalni instilaciji (pregled v Song in sod., 2015). 
Vdihane ND lahko privzamejo končiči senzoričnih živcev in jih s pomočjo aksonalne 
translokacije prenesejo v CŽS, s čimer zaobidejo KMP (pregled v Song in sod., 2015; Wang 
in sod., 2008b). Po intranazalni instilaciji ter aksonski translokaciji v CŽS, so se TiO2 ND 
kopičili v hipokampusu (Wang in sod., 2008b), možganski regiji odgovorni za spomin ter 
učenje (Bird in Burgess, 2008).  
 
 
Slika 4: Shema človeške nosne votline  (prirejeno po Samaridou in Alonso, 2017). 
2.3.3 Translokacija ND v možgane potomcev preko placentarne pregrade in vpliv na 
diferenciacijo celic 
 
Placentarna pregrada, sestavljena tako iz materinega kot fetalnega tkiva, ščiti razvoj fetusa 
pred škodljivimi snovmi v materini krvni cirkulaciji, hkrati pa omogoča prehod hranil ter 
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kisika od matere do fetusa (Cleal in Lewis, 2016). V nekaterih raziskavah in vivo so pokazali, 
da izpostavljenost fetusa ND v kritični fazi razvoja, ko se oblikujejo tkiva, lahko vpliva na 
diferenciacijo nevralnih celic in s tem na razvoj možganskega tkiva (pregled v Shimizu in 
sod., 2009; Song in sod., 2015; Yamashita, 2011). Po izpostavljenosti brejih miši in podgan 
ND, so le te zaznali v možganih fetusov, spremenjena je bila tudi ekspresija genov vpletenih 
v razvoj in delovanje fetusnega CŽS ter za nevrotransmiterje (pregled v Shakeel in sod., 
2016; Shimizu in sod., 2009; Song in sod., 2015) 
 
Prav tako obstaja nekaj eksperimentov na miših v katerih so pokazali, da absorbirani TiO2 
ND lahko prehajajo preko placente v fetalna tkiva, kjer so povzročili spremembe v različnih 
regijah možganov, med drugim v olfaktornem bulbusu ter cerebralnem korteksu (Shakeel in 
sod., 2016; Umezawa in sod., 2012). Oralna izpostavljenost brejih podgan TiO2 ND je prav 
tako vodila v kopičenje titana v hipokampusu potomcev, zmanjšala celično proliferacijo v 
hipokampusu ter povzročila motnje v učenju in spominu potomcev (Mohammadipour in 
sod., 2014). Izpostavitev drugih živalskih vrst (npr. cebric) TiO2 ND je pokazala, da le ti 
lahko negativno vplivajo na reprodukcijo, preprečijo izvalitev ter povzročajo deformacije 
mladic (Chen in sod., 2011; Jining Liu in sod., 2014).  
 
2.4 NEVROTOKSIČNOST TiO2 ND 
 
Ko so ND preneseni v možgane preko zgoraj omenjenih poti, se lahko v njih akumulirajo 
(Teleanu in sod., 2018). Zaradi počasne hitrosti odstranjevanja ND, lahko le ti ostanejo v 
možganih za dalj časa in vsebnost titana se po ponavljajočih izpostavitvah počasi povečuje. 
To lahko vodi v patološke spremembe, kot so edem, celične poškodbe, nekroza in drugo, kar 
končno vodi v disfunkcijo CŽS (pregled v Song in sod., 2015; Wang in sod., 2008a, 2008b; 
Ze in sod., 2014a, 2014b). Dolgotrajnejša (kronična) izpostavitev nizkim koncentracijam 
ND ima drugačne mehanizme in posledice kot kratkotrajna (akutna) izpostavitev visokim 
koncentracijam, kar pa je slabo raziskano, saj ne obstajajo primerni in vitro modeli, prav 
tako so take študije dolgotrajne (pregled v Mohammadpour in sod., 2019; Park in sod., 2009; 
Song in sod., 2015).  
 
2.4.1 Mehanizmi nevrotoksičnosti ND 
 
2.4.1.1 Oksidativni stres 
 
OS je definiran kot vrsta kemičnega stresa, ki je prisoten v živih organizmih, zaradi povečane 
količine potencialno škodljivih ROS in/ali reaktivnih dušikovih zvrsti (RNS) ter zmanjšane 
učinkovitosti antioksidativnih sistemov. ROS, kot so superoksid (O2
•–), vodikov peroksid 
(H2O2) ter hidroksilni radikal (OH
•–), so naravni produkti normalnega kisikovega 
metabolizma. Kljub temu pa lahko ti radikali reagirajo znotraj biološkega sistema in 
povzročajo oksidativne poškodbe proteinov, lipidov in DNK. Tem škodljivim učinkom 
radikalov nasprotujejo biološki antioksidanti, ki med drugim vključujejo encime 
superoksidno dismutazo (SOD), katalazo (CAT) in glutationsko-peroksidazo (GSH-Px). 
Ekspresija teh antioksidantov mora biti koordinirano regulirana s pojavom OS. V primeru, 
da je to ravnotežje prekinjeno, nivo OS preseže kapaciteto bioloških antioksidantov, kar 
potencialno vodi v poškodbe celičnih gradnikov (Burton in Jauniaux, 2011). Možgani so še 
posebej občutljivi na OS zaradi visoke porabe kisika oz. visokega energijskega metabolizma, 
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ki je intrinzičen vir ROS, visoke vsebnosti lipidov (ki se lahko peroksidirajo) ter proteinov 
in nizke aktivnosti antioksidantov (Cui in sod., 2004). Več študij je že pokazalo, da ima ROS 
pomembno vlogo v nevrodegenerativnih boleznih, kot je AD (Feng in sod., 2015). ROS v 
možganih nastanejo v zgodnjem stanju interakcije ND z celicami (Shrivastava in sod., 2014; 
Ze in sod., 2013).  
 
Različne in vitro in in vivo študije so pokazale, da je po izpostavljenosti različnim ND, 
nastanek prostih radikalov lahko sprožen na več načinov (Ge in sod., 2019). ND lahko 
vplivajo na zmanjšano vsebnost antioksidantov v celici (npr. glutationa), s čimer se zmanjša 
kapaciteta antioksidantskih mehanizmov (Manke in sod., 2013). ND se prav tako lahko 
»naložijo« na celični površini ali znotraj subceličnih organelov ter inducirajo signalne 
kaskade, ki sčasoma vodijo v OS (Manke in sod., 2013). Nastali ROS lahko nato sprožijo 
poškodbe membran, denaturacijo lipidov, strukturne spremembe DNK in aktivacijo 
signalnih mrež povezanih z izgubo celične rasti, fibrozo in karcinogenezo (Manke in sod., 
2013). Oksidacija DNK lahko vodi v mutacije ter spremembe v ekspresiji genov. Zaradi 
pomanjkanja popravljalnih encimov DNK, je mitohondrijska DNK bolj podvržena z ROS 
sproženim mutacijam. Oksidacija proteinov lahko povzroči agregacijo netopnih proteinov, 
ki delujejo kot molekulska osnova nekaterih bolezni, še posebej nevrodegenerativnih bolezni 
(Brieger in sod., 2012; Feng in sod., 2015).  ROS pa lahko nastanejo tudi na sami površini 
ND, kar je odvisno od kemijske sestave in površinske strukture delca (npr. kovinski delci 
lahko delujejo kot katalisti). Zaradi večjega razmerja med površino in maso lahko na 
površini ND nastane več ROS kot na večjih mikronskih delcih (Jayaram in sod., 2017; Nel 
in sod., 2006).  
 
Mitohondriji imajo zaradi njihove sposobnosti, da proizvajajo adenozin trifosfat (ATP), 
ključno vlogo v vseh fizioloških ter patoloških procesih. ND različnih velikosti in oblik se 
lahko akumulirajo v mitohondrijih, kar neposredno poškoduje mitohondrijsko membrano ter 
prekine dihalno verigo. Ker je dihalna veriga eno izmed mest, kjer nastajajo ROS, vsaka 
motnja v njenem delovanju povzroči povečan nastanek ROS (Luo in sod., 2013; Yu in sod., 
2013). OS ter motnje mitohondrijev imajo vlogo v mnogih nevropsihiatričnih motnjah 
(Tobe, 2013). TiO2 ND so povzročili morfološke spremembe in poškodbe mitohondrijev, 
motili nastanek energije ter povečan mitohondrijski membranski potencial (MMP) (Huerta-
García in sod., 2014; Long in sod., 2007). 
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Slika 5: Mehanizmi nastanka ROS v celicah po izpostavljenosti ND. ND lahko povzročijo nastanek OS preko 
več mehanizmov: 1) ND poškodujejo membrano lizosomov, iz katerih se začnejo sproščati razgradni encimi, 
2) interakcija ND z mitohondriji vodi v okvare in nepravilno delovanje mitohondrijev, 3) ND motijo delovanje 
citoplazemskih encimov, odgovornih za vzdrževanje celičnega redoks potenciala, 4) ND povzročijo 
zmanjšanje antioksidantov v celici, 5) na površini nekaterih ND pride do nastanka ROS, 6) ND aktivirajo 
signalno kaskado, ki vodi v nastanek ROS (prirejeno po Feng in sod., 2015). 
Kljub temu pa nastanek ROS ni edini mehanizem strupenosti ND, saj obstaja nekaj raziskav 
v katerih so opazili neposredno strupenost ND, brez opaženega nastanka ROS oz. OS 
(Gerloff in sod., 2012; Toyooka in sod., 2012; Valdiglesias in sod., 2013). 
 
2.4.1.2 Vnetni odziv v možganih oz. nevroinflamacija 
 
Drug pomemben mehanizem s katerim TiO2 ND povzročajo nevrotoksičnost je sprožitev 
vnetnega odziva. Vnetje je zaščitni mehanizem telesa s funkcijo odstranitve morebitnih 
tujkov ter popravila poškodovanega tkiva. Glavno vlogo pri nastanku vnetja v možganih 
imajo celice mikroglia, ki so imunske celice v možganih. Ponavadi so celice mikroglia 
neaktivne in se aktivirajo šele ko se poruši homeostaza možganov ter ob vstopu eksogenih 
snovi v možgane. Ko so aktivirane s strani eksogenih substanc (npr. ND) spremenijo obliko 
ter sproščajo pro-vnetne citokine ter kemokine, da povzročijo vnetje (Ge in sod., 2019; Xue 
in sod., 2012). Nastali citokini in kemokini imajo pomembno vlogo tako v preprečevanju 
kot tudi v povečevanju oz. krepitvi poškodbe možganov (Hsiao in sod., 2016).  
TiO2 ND delujejo kot stimulus in aktivirajo celice mikroglia (Long in sod., 2007; Ze in sod., 
2014), ki so prav tako glavni prevzemniki različnih ND, ki se znotraj celice preko 
endolizosomske poti prenesejo v lizosome, kar vodi v aktivacijo vnetnih odzivov in nastanek 
ROS (Hsiao in sod., 2016). Pri nastanku vnetja imajo vlogo tudi mikrovaskularne endotelne 
celice (Trickler in sod, 2010), astrociti ter nevroni (Hsiao in sod., 2016). Zmerni akutni 
vnetni odzivi lahko zavarujejo CŽS, medtem ko kronična ter močna vnetja poslabšajo stanje 
homeostaze nevralnega tkiva, vodijo v okvare in povečano prepustnost KMP (Tohidpour in 
sod., 2017). Kronična vnetja posledično lahko vodijo v nastanek različnih 
nevrodegenerativnih bolezni (Walker, 2019)  
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Vnetje v CŽS pa je lahko tudi posledica sistemskega vnetja. Disdier in sod. (2015) so 
pokazali, da po intravenskem injiciranju TiO2 ND v podgane nevroinflamacija ni bila 
neposredno sprožena z akumulacijo titana v možganih, pač pa posredno z aktivacijo 
citokinov ter pro-vnetnih mediatorjev v sistemski cirkulaciji (Disdier in sod., 2015). 
 
2.4.1.3 Motnja apoptoze in avtofagije 
 
Apoptoza oz. programirana celična smrt je karakterizirana z značilnimi morfološkimi 
spremembami ter energijsko odvisnimi biokemijskimi mehanizmi. Gre za visoko reguliran 
proces, ki ima med drugim ključno vlogo v normalnem razvoju ter delovanju imunskega 
sistema, embrionalnemu razvoju in celičnem ciklu. Človeško zdravje in nekatere bolezni so 
lahko uravnani preko apoptoze, saj je nepravilna stopnja apoptoze (preveč ali premalo) 
povezana z nevrodegenerativnimi motnjami, nekaterimi tipi raka, avtoimunskimi motnjami 
in drugimi bolezenskimi stanji (Elmore, 2007). Tudi TiO2 ND lahko sprožijo apoptozo, kar 
vodi v zmanjšanje celične viabilnosti (Li in sod., 2013; Long in sod., 2007; Song in sod., 
2016; Yu in sod., 2008). Pri tem se pojavijo spremembe značilne za apoptozo, kot so 
kondenzacija kromatina, krčenje jedra, otekanje mitohondrijev ter spremembe v izražanju 
genov vpletenih v apoptozo (Li in sod., 2013). TiO2 ND lahko apoptozo sprožijo tudi preko 
mehanizmov, kot so spremembe v redoks stanju, povzročanje motenj v delovanju 
antioksidantnih encimov in posledično nezadostna antioksidantna obramba ter povzročanje 
motenj v mitohondrijski depolarizaciji (Freyre-Fonseca in sod., 2011). Ko so ND privzeti v 
celico, so pogosto internalizirani v lizosomih, kjer poškodujejo fosfolipidni dvosloj, kar vodi 
v povečano prepustnost lizosomske membrane. Iz poškodovanih lizosomov se v citosol 
sproščajo razgradni encimi (npr. kaspaze, katepsini), ki v citosolu sprožijo različne signalne 
poti, ki vodijo v fragmentacijo DNA in apoptozo (Feng in sod., 2015; Hou in sod., 2013).  
 
Avtofagija je natančno uravnan celični proces za razgrajevanja celici lastnih sestavih (npr. 
poškodovanih organelov, proteinov) s pomočjo lizosomov (Slika 6). Proces avtofagije se 
med drugim sproži ob celičnem stradanju, okužbah, pomanjkanju kisika, kopičenju odvečnih 
proteinov v citosolu ali za odstranitev starih in poškodovanih organelov. Avtofagija se prav 
tako sproži ob OS za odstranitev zaradi ROS poškodovanih organelov, navadno 
mitohondrijev (Scherz-Shouval in Elazar, 2011). Avtofagijo lahko sproži tudi moteno 
delovanje endolizosomalnega sistema, kot mehanizem, da celica kompenzira za 
pomanjkljivo sposobnost razgradnje (Feng in sod., 2015) Do tega lahko pride tudi zaradi 
preobremenitve endolizosomalnega sistema z endocitiranimi ND, ki preprečijo normalno 
zakisanje poznih endosomov in lizosomalno razgradnjo (Feng in sod., 2015; Stern in sod., 
2012). Na osnovi teh študij so Stern in sod. (2012) predlagali, da sta avtofagija ter lizosomska 
disfunkcija ena izmed ključnih mehanizmov strupenosti ND (Stern in sod., 2012). Avtofagija 
je lahko sprožena z različnimi oblikami stresa, kot so interakcije z različnimi tipi ND. 
Posledično veljajo ND za sprožitelje avtofagije, saj je nekaj raziskav že potrdilo, da ND 
lahko sprožijo ter vplivajo na avtofagijo v različnih celicah (Cheung in Ip, 2011; Feng in 
sod., 2015; Kenzaoui in sod., 2012). 
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Slika 6: Avtofagija. 1) Med avtofagijo nastane dvojna membrana, imenovana avtofagosom, ki obda proteine 
in poškodovane organele namenjene za razgradnjo. 2) Avtofagosom se združi z lizosomom, kjer razgradni 
encimi razgradijo vsebino avtofagosoma. 3) Avtofagna ter endocitozna pot sta povezani, saj se večina nastalih 
endosomov (preko katerih ND lahko pridejo v celico) prav tako združi z lizosomi (prirejeno po Stern in sod., 
2012). 
2.4.1.4 Genotoksičnost ND 
 
Genotoksičnost ND je posledica neposrednih ali posrednih poškodb DNK. Nekateri avtorji 
so pri in vitro izpostavitvi celic opazili prisotnost ND v jedru, med drugimi tudi TiO2 ND 
(Shukla in sod., 2011). Raziskave so pokazale, da genotoksični vplivi ND lahko nastanejo 
že pri znatno nižjih koncentracijah ND od tistih, ki izzovejo neposredno citotoksičnost (Don 
Porto Carero in sod., 2001; Pfaller in sod., 2010). ND lahko povzročajo poškodbe DNK na 
dva načina: preko primarnega (neposredno ali posredno) ali sekundarnega vpliva. Primaren 
neposreden vpliv nastane, ko ND vstopijo v celično jedro ter pridejo v neposreden stik z 
DNK ali proteini povezanimi z DNK (Barillet in sod., 2010) ter tako povzročijo poškodbe 
na dvojni vijačnici (Karlsson in sod., 2004; Shukla in sod., 2011; Vandghanooni in 
Eskandani, 2011). Posredna genotoksičnost ND pa je najpogosteje posledica OS (Betteridge, 
2000), lahko pa nastane tudi preko inhibicije proteinov, ki sodelujejo pri popravljalnih 
mehanizmih DNK (Beyersmann in Hartwig, 2008). 
Sekundarna genotoksičnost ND je posledica sekundarnega odziva organizma, ki ga sprožijo 
obrambne/imunske celice s sproščanjem ROS na mestu kopičenja ND v tkivu, le ti pa lahko 
poškodujejo DNK celic v bližini (Pfaller in sod., 2010).  
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2.4.1.5 Vpliv na diferenciacijo celic 
 
Proces celične diferenciacije je ključnega pomena za razvoj specializiranih celic in je rezultat 
različnih stimulusov. Sam proces diferenciacije spremeni obliko, velikost ter tudi energijske 
potrebe celice (Dayem in sod., 2018).  
 
Avtorji nekaj raziskav so pokazali, da določeni ND lahko vplivajo na diferenciacijo celic in 
vitro. ND lahko prehajajo preko celične membrane ter v citoplazmi vplivajo na različne 
celične signalne poti za indukcijo diferenciacije. Te celične poti so odvisne od več 
dejavnikov (tip materiala ND, fizikalno-kemijske lastnosti ND, tip celic ...) (Wei in sod., 
2017). Zanimivo je, da imajo nekateri ND sposobnost, da krepijo diferenciacijo matičnih 
celic zaradi njihovih posebnih bioloških ter mehanskih lastnosti (Khan in sod., 2018).  
 
Več raziskav je pokazalo, da imajo TiO2 ND različnih velikosti in oblik vpliv na 
diferenciacijo matičnih celic (Dayem in sod., 2018; Fujioka in sod., 2014; Liu in sod., 2010). 
Sferični TiO2 ND so imeli negativne učinke na celično preživetje ter so negativno vplivali 
na osteogeno diferenciacijo podganjih mezenhimskih matičnih celic (MSC) v odvisnosti od 
doze ter velikosti. Na drugi strani pa so TiO2 nanocevke promovirale osteogeno 
diferenciacijo matičnih celic (Wei in sod., 2017). Hou in sod. (2013) so opazili negativne 
učinke TiO2 ND na osteogeno diferenciacijo MSC, celično preživetje ter proliferacijo. Te 
ugotovitve so pomembne, saj so TiO2 ND pogosta sestavina prostetičnih vsadkov (npr. 
vsadki kolčnih sklepov na osnovi titana), ki so v kontaktu z matičnimi celicami v kostnem 
mozgu, in se z leti lahko obrabijo. Posledica so sproščeni titanovi ND, ki izražajo negativne 
učinke na delovanje osteoblastov in matičnih celic (Hou in sod., 2013).  
 
Vpliv ND na diferenciacijo nevralnih celic je zlasti pomemben, saj nekateri ND lahko 
prehajajo placentarno pregrado ter vstopijo v živčni sistem v času samega razvoja, 
diferenciacije in povezovanja celic med seboj, kar je ključnega pomena za pravilni razvoj 
CŽS (Shimizu in sod., 2009; Yamashita in sod., 2011). To so pokazali tudi Fujioka in sod. 
(2014), ki so preverjali vpliv TiO2 ND na diferenciacijo človeških nevralnih matičnih celic 
(hNSC) in vitro. Opazili so, da so TiO2 ND povzročili nenormalno morfologijo celic ter 
vplivali na njihovo diferenciacijo. Kljub temu, da so v raziskavi uporabili višjo koncentracijo 
TiO2 ND 0,1 mg/mL, kot je pričakovana koncentracija ND v možganih v in vivo 
eksperimentih v kratkih obdobji, ta koncentracija nakazuje na potencialno strupenost 
akumuliranih ND po njihovi dolgotrajni uporabi ali neprekinjeni izpostavljenosti (Fujioka 




Nevrodegeneracija je progresivna izguba strukture ali funkcije nevronov, vključno s 
propadanjem nevronov. Nevrodegenerativne bolezni živčevja so heterogena skupina bolezni 
z različnimi kliničnimi in patološkimi znaki. Lahko so dedne ali sporadične, za vse pa so 
značilne patološke spremembe v specifičnih možganskih področjih in nevronskih 
populacijah. Med bolj znane nevrodegenerativne bolezni uvrščamo AD in druge demence, 
Parkinsonovo bolezen, Huntingtonovo bolezen ter druge (Checkoway in sod., 2011). Kljub 
heterogeni naravi nevrodegenerativnih bolezni, so s pomočjo uporabe študij na celotnem 
genomu (angl. genome-wide association studies; GWAS) in »omskih« orodij omogočili 
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nove vpoglede v ključne molekularne poti teh bolezni, ki so: agregacija in akumulacija 
napačno zvitih proteinov zaradi nepravilnega delovanja avtofagosomalnega in 
proteosomalnega sistema, mitohondrijska disfunkcija, OS, poškodbe DNK in ovirana 
poprava DNK, motnje apoptoze, vnetje ter aktivacija mikroglia celic, motnje v sinapsah, 
motnje v izražanju genov, procesiranju RNA in razgradnih poteh proteinov (Migliore in sod., 
2015; Przedborski in sod., 2003). 
 
Med glavne mehanizme, s katerimi TiO2 ND lahko sprožajo nevrotoksičnost, prištevamo 
OS, vnetne odzive, motnje apoptoze in avtofagije, genotoksičnost ter direktne poškodbe 
celičnih komponent (npr. celičnih membran in mitohondrijev). Prav tako obstajajo dodatni 
postranski mehanizmi, ki vključujejo moteno porazdelitev elementov v sledovih, motnje 
signalnih poti, moteno regulacijo nevrotransmiterjev ter sinaptične plastičnosti (Migliore in 
sod., 2015; Song in sod., 2016; Zeman in sod., 2018). Ker je regeneracija nevralnega tkiva 
omejena je večina poškodb povzročenih z ND nepopravljivih (Geraets in sod., 2012). Veliko 
mehanizmov strupenosti ND v možganih je enakih mehanizmom oz. simptomom različnih 
nevrodegenerativnih bolezni (Mushtaq in sod., 2015). Nedavne raziskave so pokazale, da 
lahko nekateri ND prizadenejo serotoninergični sistem, povzročijo spremembe v nevralni 
morfologiji ter celično smrt (pregled v Cupaioli in sod., 2014). Prav tako in vitro raziskave 
kažejo, da so določeni ND sposobni indukcije sprememb v ekspresiji genov vpletenih v 
metilacijske poti DNK ter povzročajo spremembe v epigenetiki (pregled v Song in sod., 
2016).  
 
Maher in sod. (2016) so v možganih 37 ljudi, ki so živeli v onesnaženem okolju, opazili 
prisotnost magnetitnih ND, ki nastanejo ob izgorevanju fosilnih goriv. Ker imajo ti delci 
premer < 200 nm lahko neposredno vstopijo v možgane preko olfaktornega živca, kjer 
vplivajo na nastanek OS (Maher in sod., 2016). To odkritje je pomembno, saj obstaja 
povezava med količino teh ND v možganih ter incidenco AD (Hautot in sod., 2003; 
Pankhurst in sod., 2008), pri čemer pa je potrebno navesti, da vzročno posledična povezava 
ni jasna, saj so ND lahko v možganih zato, ker je patogeneza AD oslabila delovanje 
možganskih pregrad in ne obratno. Nevropatološke spremembe povezane z Aβ vključujejo 
nastanek senilnih plakov, ki vsebujejo Aβ fibrile. Ko pride do stika s temi ND, ki pogosto 
vsebujejo prehodne kovinske ione (kot je Fe2+/Fe3+), Aβ lahko povzroči nastanek ROS in 
neposredno prispeva k oksidativnim poškodbam možganov, kar je zgoden znak AD (Allsop 
in sod., 2008; Tabner in sod., 2010). In vitro raziskave so pokazale, da magnetitni ND 
delujejo sinergistično z Aβ ter povečajo njegovo strupenost (Teller in sod., 2015).  
 
2.5 OMEJITVE IN VITRO TER IN VIVO ŠTUDIJ O POTENCIALNI ŠKODLJIVOSTI ND  
 
Kljub temu, da je mnogo in vitro študij nakazalo citotoksične učinke ND je potrebno 
poudariti, da z in vitro študijami lahko določamo le vpliv ND na posamezne celične tipe, 
določamo mehanizme interakcij in citotoksičnosti, le ti celični modeli pa niso zamenjava za 
kompleksen sistem celičnih tipov, tkiv in organskih sistemov, kot ga najdemo in vivo. Obe 
metodi sta nujni za popolno raziskavo strupenosti ter potencialnega tveganja za določen 
nanomaterial. Pogosto so in vitro raziskave predhodnik in vivo raziskav za določitev 
minimalne strupene doze ter za analizo morebitnih mehanizmov strupenosti (Savage in sod., 
2020).  
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Nekateri dodatni problemi in vitro študij so pomanjkanje primernih celičnih modelov za 
preučevanje dolgoročnih citotoksičnih učinkov ND. Prav tako ne moremo čisto posnemati 
in vivo pogojev (in vivo je udeleženih veliko celičnih tipov, celice so diferencirane, prisotni 
so tudi drugi dejavniki, ki niso del tkiva, npr. sistemski hormoni; imunske celice, ki pridejo 
na mesto izpostavitve; zunajcelični matriks, ki je poln rastnih faktorjev itd.) (Arms in sod., 
2018; Savage in sod., 2020). 
 
Problem tako in vivo kot in vitro študij predstavlja tudi nezadostna karakterizacija 
uporabljenih nanomaterialov in ND, velika variabilnost med študijami ter problem 
standardizacije. Zaenkrat ne obstaja »zlati standard« za določitev strupenosti določenega 
nanomateriala, zato je potrebna kombinacija več tehnik, da se ustrezno določi strupenostni 
profil za določen nanomaterial (Arms in sod., 2018; Buzea in sod., 2007; Savage in sod., 
2020). 
 
Zato so nujno potrebne kombinacije študij in vitro ter in vivo. Kljub temu pa ne moremo 
neposredno prenesti rezultatov iz in vivo študij na ljudi, zaradi razlik v fiziologiji, biokemiji 
itd. Da so in vivo študije uporabne v regulatornem kontekstu, morajo biti živali izpostavljene 
na način ter koncentracijam ND in nanomaterialom, ki so bolj realistične človeški 
izpostavljenost (npr. izpostavljenost na delovnem mestu, v vsakdanjem življenju). Zato 
moramo biti previdni pri interpretaciji rezultatov o strupenosti ND in nanomaterialov (Arms 
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3.1.1 Gojišča in kemikalije 
 
 Antibiotiki Pen/Strep (Sigma, ZDA) 
 CaCl2 (Sigma, ZDA) 
 CM-H2DCFDA (General Oxidative Stress Indicator) (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA)  
 Dimetilsulfoksid (DMSO) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 Fetusni serum goveda (FBS) (Sigma, Nemčija) 
 FluoroBrite Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, ZDA) 
 Fosfatni pufer s soljo (PBS) (Sigma, ZDA) 
 Glicin (Sigma, ZDA) 
 Gojišče F-12 (1×) + L-glutamin (Gibco, ZDA) 
 Gojišče Minimum Essential Media (MEM) - GlutaMAX-I (Gibco, ZDA) 
 Hoechst 33342 (Promega, ZDA) 
 Ionic Detergent Compatibility Reagent (IDCR) (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
 Kolagen (Cell Applications inc., ZDA) 
 Laemmli sample buffer (4×) (Bio-Rad, ZDA) 
 L-glutamin 200 mM (Sigma, ZDA) 
 MEM non-essential amino acid solution 100× (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 MG-132 (Sigma, Nemčija) 
 MgCl2 (Sigma, ZDA) 
 NaCl 0,9 % (Braun, Nemčija) 
 Natrijev hidrogenkarbonat 84 mg/mL (Braun, Nemčija) 
 Ocetna kislina (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, 10 to 250 kDA CAT: 26619 (Thermo 
Fisher Scientific, ZDA) 
 Pierce ECL Western Blotting substrate (Thermo Fisher scientific, ZDA) 
 Pierce Protein Assay reagent (Thermo Fisher scientific, ZDA) 
 Ponceau S (Sigma, ZDA) 
 Posneto mleko v prahu (Pomurske mlekarne, Slovenija) 
 Pre-diluted Protein Assay Standards: BSA (Thermo Fisher scientific, ZDA) 
 Propidijev jodid (PI) (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Raztopina natrijevega piruvata 100 mM (Sigma-Aldrich, ZDA) 
 Retinojska kislina (Sigma, ZDA) 
 Sterilna voda (Braun, Nemčija) 
 TEMED (Serva, Nemčija) 
 Tripsin (Sigma, Nemčija) 
 TRIS (Bio-Rad, ZDA) 
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 Tween-20 (Sigma, ZDA) 
 Vodikov peroksid (Sigma, Nemčija) 
3.1.2 Droben laboratorijski material 
 
 Basic Power Supply Powerpac za elektroforezo ter prenos western (Bio Rad, ZDA) 
 Brizga (Ico, Italija) 
 Hemocitometer – Neubarjeva komora (Sigma, Nemčija) 
 Krovna stekla (Sigma, Nemčija) 
 Membrane za prenos (Merck Millipore, ZDA) 
 Mikrocentrifugirke 0,5 mL, 1,5 mL in 2 mL (Sarstedt, Nemčija) 
 Mikrotitrske plošče za gojenje celičnih kultur s 6, 12, 24 in 96 jamicami (TPP, 
Švica) 
 Nastavki za pipete (do 10, 200 ali 1000 μL) (Sarstedt, Nemčija) 
 Pinceta (Sigma, ZDA) 
 Pipete (0,5-10 uL, 10-100 uL, 100-1000 uL) (Eppendorf, Nemčija) 
 Pipete (0,5-10 uL, 10-200 uL, 100-1000 uL) (Biohit, Finska) 
 Pipetor (Gilson, Francija) 
 Polipropilenske centrifugirke 15 mL, 50 mL (Sarstedt, Nemčija) 
 Posode za gojenje celičnih kultur T25 cm2, T50 cm2 in T75 cm2 (TPP, Švica) 
 Ročni potisni števec za štetje celic (Sigma, ZDA) 
 Serološke pipete 5 mL, 10 mL, 25 mL (Sarstedt, Nemčija) 
 Steklenice (Kimble, ZDA) 
 Sterilizacijski filter Minisart 0,2 (Sartorius, Nemčija) 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
 
 Analitska tehtnica (Methler Toledo, Švica) 
 Centrifuga Cetric 350 (Tehtnica, Slovenija) 
 CO2 inkubator (Kambič, Slovenija) 
 Črpalka za odsesavanje (3A, Velika Britanija) 
 Digestorij (Köttermann GmbH, Nemčija) 
 Fluorescentni mikroskop Zeiss Axiovert 200 (Zeiss, Nemčija) 
 Hladilnik (+ 4 °C)/zamrzovalnik (- 20 °C) (Gorenje, Slovenija) 
 Invertni mikroskop AE2000 (Motic, Nemčija) 
 Komora z laminarnim pretokom zraka (laminarij) (Iskra PRO, Slovenija) 
 Magnetno mešalo ter grelnik Rotamix SHP-10 (Tehtnica, Slovenija) 
 Mikroskop DFC450 (Leica, Nemčija) 
 Mikroskop Evos XL Core (Life technologies, ZDA) 
 Mikrotitrski čitalec Tecan Infinite 200 (Tecan Group, Švica) 
 Namizna centifuga (Neolab, Nemčija) 
 Namizno mešalo (Biosan, Latvija) 
 Sonikator (Hielscher, Nemčija) 
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 Stresalnik (Tehtnica, Slovenija) 
 Termostat (Biosan, Latvija) 
 Vibracijski mešalnik (IKA, Nemčija) 
 Vodna kopel Unitherm WA8/WA12 (UniEquip, Nemčija) 
 Zmrzovalnik (- 80 oC) (Panasonic, Nizozemska) 
3.1.4 Nanodelci  
 
V poskusih smo uporabljali tri različne TiO2 ND, ki so pogosto uporabljeni v vsakdanjem 
življenju. TiO2 FG ND se uporabljajo v raznih živilskih izdelkih, saj vplivajo na izgled ter 
teksturo hrane. TiO2 P25 ter ANATAZ ND pa so koristni zaradi visoke aktivnosti v mnogih 
fotokatalitičnih reakcijskih sistemih ter na drugih področjih industrije. TiO2 P25 ND so 
mešanica rutilne in anatazne kristalne oblike. ND, ki smo jih uporabljali v poskusih, so bili 
pripravljeni v destilirani vodi.  
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih ND 
 
TiO2 ND Proizvajalec 
TiO2 P25 Sigma-Aldrich, ZDA 
TiO2 ANATAZ Sigma-Aldrich, ZDA 
TiO2 FG Cake Stuff, Velika Britanija 
 
Pridobili smo predhodno pripravljene ter karakterizirane ND. Pripravljeni so bili po 
sledečem postopku: vsi TiO2 ND so bili temperaturno sterilizirani, dispergirani v ultra čisti 
vodi ter sonicirani. Zeta potencial in distribucija velikosti vseh ND je bila izmerjena v 
destilirani vodi in v celičnem mediju z 2 % FBS. Analize dinamičnega sipanja svetlobe 
(DLS) in zeta potenciala TiO2 ND v vodi in mediju je izvedel dr. Vladimir Boštjan Bregar.  
Suspenzije ND so bile že pred izvedbo raziskav testirane za prisotnost endotoksinov 
(PYROGENT™ Plus Gel Clot LAL Assays, Lonza Group Ltd, Švica). Koncentracija 
endotoksinov je bila nižja od 0,5 EU/mL v vseh suspenzijah. 
 
Preglednica 2: Z-povprečna velikost, hidrodinamski premer, vrednosti polidisperzijskega indeksa (PDI) ter 
zeta potencial TiO2 ND (TiO2 P25, TiO2 ANATAZ, TiO2 FG) v destilirani vodi in MEM/F-12 celičnem mediju 
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Nadaljevanje Preglednice 2: Z-povprečna velikost, hidrodinamski premer, vrednosti polidisperzijskega 
indeksa (PDI) ter zeta potencial TiO2 ND (TiO2 P25, TiO2 ANATAZ, TiO2 FG) v destilirani vodi in MEM/F-














































 MAP-2 (A-4), mouse mAb, kat. sc-74421 (Santa Cruz Biotechnology inc., ZDA), 
redčitev 1:300 
 β-Amiloid (B-4), mouse mAb, kat. sc-28365 (Santa Cruz Biotechnology inc.  
ZDA), redčitev 1:500 
 Lamin B1 (A-11), mouse mAb, kat. sc-377000 (Santa Cruz Biotechnology inc., 
ZDA), redčitev 1:1000 
 GAPDH (14C10) rabbit mAb, kat. #2118 (Cell Signaling Technology, ZDA), 
redčitev 1:1000 
 GAP-43 (9-1E12), mouse mAb, kat. #MAB347 (Merck, ZDA), redčitev 1:1000 
 Blotting Grade Affinity Purified Goat Anti- Mouse IgG (H + L) Horseradish 
Peroxidase Conjugate, kat. #170-6516 (Bio-Rad, ZDA) 
 EIA Grade Affinity Purified Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Horseradish Peroxidase 
Conjugate, kat. #172-1019 (Bio-Rad, ZDA) 
3.1.6 Programska oprema 
 
 Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems. ZDA) 
 Image J 1.51k (NIH, ZDA) 
 Programska oprema Microsoft Excel 365 (Microsoft, ZDA) 
 Programska oprema za statistično obdelavo rezultatov GraphPad Prism 6 
(GraphPad Software, ZDA) 
 Programska oprema za Tecan MagellanTM (Tecan Group, Švica) 
 Programska oprema za zajemanje slik pod svetlobnim mikroskopom MetaMorph 
7.8 (Molecular Devices, Kitajska) 
 Računalniška programska oprema za štetje pobarvanih celic Cellcounter 
(Slovenija) 
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3.1.7 Celična linija 
 
Vsi poskusi so bili izvedeni s celično linijo SH-SY5Y, ki smo jo pridobili od American Type 
Culture Collection (ATCC, ZDA). Celice smo gojili v inkubatorju v navlaženem okolju pri 
37 °C in 5 % CO2 v primernem gojišču (Preglednica 3).  
Uporabljena celična linija SH-SY5Y je trikrat klonirana podlinija SK-N-SH celic človeškega 
nevroblastoma, t. i. nevroendokrinega tumorja. Del celic je pritrjenih, del pa suspenzijskih 
oz. plavajočih (Schneider in sod., 2011). V večini študij se uporablja pritrjene celice, saj se 
večino plavajočih celic odstrani med menjavanjem medija. Celice SH-SY5Y je mogoče 
diferencirati v nevronski fenotip, ki je karakteriziran z nevralnimi markerji. Obstaja več 
metod za diferenciacijo celic SH-SY5Y, najpogosteje pa se uporablja retinojska kislina (RA) 




Pri delu smo uporabljali rastno in diferenciacijsko gojišče, katerih sestava je navedena v 
preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Sestava rastnega ter diferenciacijskega gojišča 
 
Gojišče Sestava 
Rastno gojišče 10 % FBS 
1× MEM amino acid 
solution 
1 mM natrijev piruvat 
F-12 (1×) + L-glutamin  
MEM (1×) + GlutaMAX  
2 mM L-glutamin 
Diferenciacijsko gojišče 2 % FBS 
1× MEM amino acid 
solution 
1 mM natrijev piruvat 
F-12 (1×) + L-glutamin  
MEM (1×) + GlutaMAX  
2 mM L-glutamin 
10 μM retinojska kislina 
 
Gojišča smo pripravljali sproti zaradi nestabilnosti L-glutamina, FBS in RA. Razmerje gojišč 




Pri delu smo uporabljali naslednje pufre: 
 
1× PBS pufer z Ca2+ in Mg2+ 
 8,0 g NaCl 
 0,2 g KCl 
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 1,44 g Na2HPO4 
 0,24 g KH2PO4 
 4,44 µL CaCl2 
 8 µL MgCl2 
 Uravnali na pH 7,4 
 dH2O do 1 L 
Laemmli pufer (4× koncentriran) 
 Tris-baza 302,8 mg, pH 6,8   
 SDS 0,8 g  
 Glicerol 4 g   
 Bromfenol modro 0,8 mg  
 β-merkaptoetanol 2 mL   
 dH2O do 10 mL 
 
1× Elektroforezni pufer  
 Tris-baza 3,0 g  
 Glicin 14,4 g  
 SDS 0,3 g  
 dH2O do 1 L  
 Uravnali na pH 8,3 
 
1× Pufer za prenos western 
 Tris-baza 3,03 g   
 Glicin 14,4 g   
 SDS 0,1 g   
 dH2O do 800 mL 
 Metanol 200 mL  
 Uravnali na pH 8,4 
 Pred uporabo smo ga ohladili v hladilniku na + 4 oC 
  
TBS – Tris puferna raztopina s soljo (20x koncentriran): 
 Tris-baza 48,4 g  
 NaCl 160 g  
 dH2O 800 mL  
 1 M HCl 24 mL  
 dH2O do 1 L  
 Uravnali na pH 7,6 
1× TBS-T – Tris puferna raztopina s soljo in Tween-20:  
 20× TBS 50 mL 
 dH2O do 1 L 
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3.2.1 Gojenje celic SH-SY5Y 
 
Celične kulture vedno gojimo v aseptičnih pogojih. Tudi vsi reagenti in ves pribor, ki ga 
uporabljamo pri delu, mora biti sterilen. Vso delo je potekalo v komori z laminarnim 
pretokom zraka, da smo preprečili kontaminacijo. Tik pred pričetkom dela smo površine 
komore očistili s 70 % etanolom. Pri delu smo uporabljali zaščitne rokavice ter ves material 
vnesen v komoro razkužili z etanolom. 
  
Celice SH-SY5Y smo gojili v 75 cm2 velikih gojitvenih posodah s filtrom v rastnem gojišču 
v inkubatorju pri + 37 °C in 5 % CO2. Ko smo dosegli približno 80 % preraščenost celic, 
smo celice tripsinizirali in razredčili oz. presadili (subkultivirali). Pred pričetkom dela smo 
rastno gojišče ogreli na + 37 °C v vodni kopeli, tripsin ter 0,9 % NaCl pa na sobno 
temperaturo. Iz gojitvene posode smo odsesali gojišče in ga shranili v centrifugirko, saj je 
vsebovalo plavajoči delež celic, pritrjene celice pa previdno sprali s sterilnim NaCl, 
premešali, ter odsesali NaCl. Nato smo celice inkubirali približno 30 s v 2,5 mL tripsina na 
sobni temperaturi, da so se odlepile iz podlage, ter jim dodali 5 mL starega gojišča s 
plavajočimi celicami iz centrifugirke, da smo ustavili delovanje tripsina. Celice smo nato 
razredčili v ustrezni količini ogretega svežega rastnega gojišča. Rastno gojišče smo 
zamenjali vsake 3-4 dni, odvisno od hitrosti rasti celic. Celice smo gojili do 15 pasaže, potem 
smo jih zavrgli in odmrznili novo vialo s celicami. 
 
3.2.2 Nasajanje celic SH-SY5Y 
 
Celice SH-SY5Y smo nasajali na različne mikrotitrske plošče, odvisno od namena analize, 
v koncentraciji 40.000 celic/jamico mikrotitrske plošče ali 200.000 celic/petrijevko. 
Nasajanje celic v primerni koncentraciji je pomembno, saj če so celice preredke med njimi 
ni dovolj komunikacije in celice začnejo propadati. Po drugi strani pa pregosto nasajene 
celice nimajo dovolj prostora za normalen razvoj nevritov ob diferenciaciji, prav tako so 
spremenjene signalne poti, kar lahko spremeni celice ter vodi v neponovljive rezultate. 
Jamice v ploščah smo predhodno prekrili s kolagenom in jih pustili 30 min na + 37 oC ali 
čez noč na sobni temperaturi. Volumen dodanega kolagena smo prilagodili jamicam. Višek 
kolagena, ki se ni pritrdil na dno jamice, smo odsesali ter luknjice dvakrat sprali s PBS 
pufrom z dodatkom Ca2+ in Mg2+. Ko so bile mikrotitrske plošče pripravljene smo celice 
SH-SY5Y tripsinizirali, kot je opisano pod točko 3.2.1, ter jih prešteli s pomočjo 
hemocitometra, tako da smo 10 µL celične suspenzije prenesli na hemocitometer pokrit s 
krovnim stekelcem. Celice smo ročno prešteli pod mikroskopom po Neubauerjevi metodi. 
Ta metoda nam omogoča štetje celic v znanem volumnu in določitev koncentracije celic (št. 
celic/mL). Štetje je potekalo tako, da smo prešteli celice v vseh štirih označenih kvadratkih, 
pri čemer smo vključili tudi robne celice na dveh stranicah kvadrata. Število preštetih celic 
smo delili s 4 in pomnožili z 10.000, da smo dobili število celic v 1 mL gojišča, kot je 
prikazano v enačbi (1). Sledilo je nasajanje celic na mikrotitrske plošče ali petrijevke, v 
koncentraciji 40.000 celic/jamico ali 200.000 celic/petrijevko. Pri nasajanju smo uporabili 
rastno gojišče, ki je ustvarilo primerno okolje za pritrditev in pomnožitev celic. Ploščo smo 
nato prenesli v inkubator na + 37 °C in 5 % CO2.  
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        𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 [š𝑡. 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/𝑚𝐿] =
š𝑡𝑒𝑣𝑖𝑙𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 × 10000
š𝑡.  𝑝𝑟𝑒š𝑡𝑒𝑡𝑖ℎ 𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡𝑜𝑣
                                 … (1) 
 
3.2.3 Sprožitev diferenciacije celic SH-SY5Y 
 
Rastno gojišče smo 48 ur po nasaditvi celic previdno zamenjali z diferenciacijskim gojiščem 
tako, da nismo poškodovali celic. Dan menjave gojišča smo označili kot dan 0 diferenciacije. 
Zaradi postopnega razpada L-glutamina, FBS ter RA smo gojišče zamenjali s svežim 
diferenciacijskim gojiščem na tretji, peti, sedmi ter deseti dan diferenciacije. Po dodatku 
diferenciacijskega gojišča, ki vsebuje nižjo koncentracijo FBS ter RA, smo poskusili omejiti 
izpostavljenost plošč svetlobi, tudi ko so bile v inkubatorju, saj je RA občutljiva na svetlobo 
in prične razpadati (Sharow in sod., 2012), kar pa lahko vpliva na potek diferenciacije celic. 
Na dvanajsti dan diferenciacije (štirinajsti dan po nasajanju celic) smo izvedli analize (Slika 
7).  
 
Slika 7: Shema poteka diferenciacije celic SH-SY5Y. Shema prikazuje čas nasajanja celic, sprožitve 
diferenciacije in menjave gojišča s svežim. 
3.2.4 Dodajanje ND 
 
V poskusih smo uporabljali tri formulacije ND: TiO2 P25, TiO2 ANATAZ ter TiO2 FG v 
koncentraciji 2, 10 ali 25 µg/mL. Pred dodatkom ND k celicam, smo mikrocentrifugirke z 
ND premešali na vorteksu, da smo jih enakomerno resuspendirali. ND smo dodajali direktno 
v jamice v gojišče, nato pa s pipeto previdno premešali gojišče, da so se ND enakomerno 
porazdelili v jamici. ND ob menjavanju gojišča nismo ponovno dodajali, saj so se posedli 
na dno jamice ter jih ob menjevanju gojišča večino nismo odstranili, zato bi ob ponovnem 
dodajanju ND presegli njihovo želeno koncentracijo v jamici. ND smo inkubirali v gojišču 
s celicami zadnji 1 dan, zadnjih 5 dni ali vseh 12 dni diferenciacije. Z 1-dnevno inkubacijo 
ND smo preverjali njihovo akutno citotoksičnost – zanimalo nas je, ali bo kratki inkubacijski 
čas vplival na celice in kako se bo ta vpliv razlikoval od subkronične izpostavitve ND, ki 
smo jo preverjali z 5- in 12- dnevno inkubacijo.  
 
3.2.5 Časovni potek diferenciacije celic SH-SY5Y 
 
Za določanje sprememb v izražanju določenih nevralnih celičnih markerjev tekom 
diferenciacije smo celice SH-SY5Y nasadili na petrijevke v koncentraciji 200.000 
celic/petrijevko (2×104 celic/cm2). Sprožitev diferenciacije ter menjavanje gojišča je 
potekalo kot navedeno v točki 3.2.3. Petrijevke smo zamrznili na dan 0 (nediferencirane 
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liziranja z Laemlli pufrom shranili v zamrzovalniku na - 20 oC, nato pa smo izvedli SDS-
PAGE in prenos western, kot je opisano pod točko 3.2.10. Za vsak izbran marker smo 
naredili šest neodvisnih ponovitev. 
 
Slika 8: Shema poteka poskusa za časovni potek diferenciacije celic SH-SY5Y. Shema prikazuje čas nasajanja 
celic, sprožitve diferenciacije, menjave gojišča ter shranjevanja petrijevk. 
3.2.6 Določanje preživetja celic SH-SY5Y po izpostavitvi TiO2 ND 
 
Preživetje diferenciranih celic SH- SY5Y smo določili po 1-dnevni in 5-dnevni inkubaciji s 
tremi koncentracijami ND (2, 10, 25 µg/mL). Kot kontrolo smo uporabili netretirane celice. 
Celice smo nasadili v 24-jamično ploščo v koncentraciji 40.000 celic/jamico, kot je opisano 
pod točko 3.2.2. Za vsako koncentracijo in formulacijo ND smo naredili tri neodvisne 
ponovitve z dvema tehničnima ponovitvama. Dvanajsti dan diferenciacije (štirinajsti dan po 
nasaditvi celic) smo celice diferencialno barvali z barviloma Hoechst 33342 in PI ter celice 
poslikali s fluorescenčnim mikroskopom. 
 
3.2.6.1 Določanje števila in preživetja celic z barvilom Hoechst 33342 ter PI  
 
Fluorescenčna mikroskopija je metoda, s katero analiziramo fluorescenco vzorca z uporabo 
fluorescentnega mikroskopa. Vzorec označimo s fluorescenčnim barvilom (fluoroforom), ki 
ima različno ekscitacijsko in emisijsko valovno dolžino. Svetloba potuje preko 
ekscitacijskega monokromatorja in zrcal skozi vzorec s fluoroforom. Ta preide v vzbujeno 
stanje in odda svetlobo z znano valovno dolžino, ki nato potuje preko zrcal na emisijski 
monokromator, kjer detektor zajame signal. Intenziteta prejetega signala na detektorju je 
premo sorazmerna s količino vezanega fluorofora v preiskovanem vzorcu (Sanderson in 
sod., 2014). Mi smo uporabili fluorescentni barvili Hoechst 33342 ter PI (Bregar in sod., 
2013; Lojk in sod., 2015). 
 
Hoechst 33342 je celično modro fluorescentno barvilo, ki specifično obarva nukleinske 
kisline (DNK), predvsem regije bogate z adeninom in timinom. Barvilo ima več aplikacij, 
med drugim tudi za določanje števila živih celic. Barvanje celic s tem barvilom in analiza s 
spektrofluorometrijo ali fluorescenčno mikroskopijo omogočata neposredno določitev 
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je zelo občutljiva na konformacijo DNK in kromatinsko stanje v celicah (Hoechst 33342 
Solution, 2014). 
 
Propidijev jodid (PI) je rdeče fluorescentno barvilo, ki se se veže na DNK. Prehaja lahko 
samo v celice s povečano permeabilnostjo mebrane, ki je značilna za umirajoče ali mrtve 
celice, v žive celice pa ob kratkotrajni inkubaciji ne vstopi, zato lahko ločimo žive in mrtve 
celice. Pri daljših inkubacijah pa barvilo lahko vstopi tudi v žive celice, zato je pomembno, 
da celice niso predolgo izpostavljene PI (Propidium Iodide, 2020). 
 
Reagent Hoechst 33342 smo pripravili tako, da smo redčili založno raztopino (pripravljeno 
v deionizirani vodi) v celičnem gojišču na končno delovno koncentracijo 2 μg/mL in dobro 
premešali. Barvilo smo zamešali v celičnem gojišču tik pred uporabo. Iz plošče smo 
odstranili gojišče in ga zamenjali s pripravljenim gojiščem, ki vsebuje Hoechst 33342. 
Volumen smo prilagajali jamicam. Celice smo z barvilom Hoechst 33342 inkubirali 15 min 
v inkubatorju pri + 37 °C in 5 % CO2. Medtem smo pripravili reagent PI tako, da smo redčili 
založno raztopino (pripravljeno v destilirani vodi) v celičnem gojišču na končno delovno 
koncentracijo 0,15 mM. Po inkubaciji smo odstranili gojišče s Hoechst 33342 in celicam 
dodali pripravljeno gojišče s PI. Volumen smo prilagajali jamicam. Celice so bile inkubirane 
s PI le 5 min na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo odstranili gojišče s PI ter v 
jamice dodali ogreto sveže celično gojišče. Takoj zatem smo posneli slike pod 
fluorescentnim mikroskopom.  
 
S fluorescentnim mikroskopom Zeiss Axiovert 200 smo optično ocenili rast, preživetje ter 
morfologijo celic. Za vsako vidno polje smo zajeli sliko faznega kontrasta ter sliki 
fluorescence Hoechst 33342 in PI. Slike smo posneli pri 20-kratni povečavi. Za vsak vzorec 
smo posneli vsaj 15 slik na naključno izbranih mikroskopskih vidnih poljih, pri čimer smo 
se izognili slikanju na robu jamice. 
 
Za štetje celic na mikroskopskih slikah smo uporabili program Cell Counter (Lojk in sod., 
2015). Prešteli smo mrtve ter žive celice na slikah in izračunali povprečje celic v vsakem 
vzorcu. Pridobljene podatke smo nato statistično obdelali s pomočjo računalniškega 
programa MS Excel 2010 tako, da smo izračunali procente mrtvih in živih celic (enačbe (2), 
(3) in (4)) glede na število vseh celic v netretirani kontroli (NK). Število vseh celic je število 
Hoechst 33342 pozitivnih celic in število mrtvih celic število PI pozitivnih celic.  
 
          Š𝑡. ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 = š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 − š𝑡. 𝑚𝑟𝑡𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐                                                    … (2) 
           𝐷𝑒𝑙𝑒ž ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 [%] = 100 × (š𝑡. ž𝑖𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑁𝐾)                        … (3) 
         𝐷𝑒𝑙𝑒ž 𝑚𝑟𝑡𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 [%] = 100 × (š𝑡. 𝑚𝑟𝑡𝑣𝑖ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐/š𝑡. 𝑣𝑠𝑒ℎ 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 𝑣 𝑁𝐾)                    … (4) 
 
3.2.7 Vpliv ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y 
 
Za določitev vpliva ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y smo celice nasadili v 6-jamično 
ploščo v koncentraciji 40.000 celic/jamico, kot je opisano pod točko 3.2.2. Na dan sprožitve 
diferenciacije (dan 0) smo dodali TiO2 ND v koncentraciji 10 in 25 µg/mL. Tretji, sedmi in 
dvanajsti dan diferenciacije smo zamrznili ploščo (Slika 3) za kasnejšo lizo z Laemlli pufrom 
ter izvedbo SDS-PAGE in prenosa western, kot je opisano pod točko 3.2.10. Naredili smo 
šest neodvisnih ponovitev.  
31 
Koren T. Vpliv različnih formulacij TiO2 nanodelcev … pri človeških nevralnih celicah in vitro.  




Slika 9: Shema poteka poskusa za določanje vpliva ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y. Shema prikazuje čas 
nasajanja celic, sprožitve diferenciacije, dodajanja ND, menjave gojišča ter shranjevanja plošč. 
3.2.8 Vpliv TiO2 ND na nastanek ROS 
Zanimalo nas je, ali se bo pojavila razlika v količini ROS po subkronični (5-dnevni) in akutni 
(1-dnevni) izpostavitvi diferenciranih celic SH-SY5Y TiO2 ND, zato smo v eni plošči 
inkubirali ND zadnjih 5 dni diferenciacije, v drugi pa zadnji dan diferenciacije. Z 1-dnevno 
izpostavitvijo smo preverjali kakšen bo akuten stresni odziv celic na ND, s 5-dnevno pa ali 
se bo ta vpliv ND še vedno poznal po nekaj dnevih inkubacije, ali pa se bo celica prilagodila 
na stres. Celice smo nasadili na 48-jamično ploščo v koncentraciji 40.000 celic/jamico, kot 
je opisano pod točko 3.2.2. Kot kontrolo smo uporabili celice, ki jim nismo dodali ND. 
Koncentracija dodanih ND je bila 2, 10 in 25 μg/mL. Dvanajsti dan diferenciacije smo s 
pomočjo testa CM-H2DCFDA določili količino ROS v vzorcih.  
 
3.2.8.1 Spektrofluorimetrično določanje ROS 
 
CM-H2DCFDA je klorometilni derivat H2DCFDA, uporaben kot nespecifičen indikator 
ROS v celicah oz. za določanje oksidativnega stanja celic. Ta indikator prehaja v celice, kjer 
reagira z znotrajceličnimi encimi ter ROS. Končen produkt teh reakcij je fluorescenčen 
fragment ujet znotraj celice, ki ga lahko zaznamo s pomočjo spektrofotometra in je 
proporcionalen koncentraciji ROS v celicah (Oparka in sod., 2016).  
 
Reagent za določanje ROS smo pripravili tako, da smo vijalo s 50 μg CM-H2DCFDA najprej 
centrifugirali na namizni centrifugi, nato pa v vanjo dodali 69,2 μL DMSO, da smo dobili 
1,25 mM raztopino. Ta reagent smo nato premešali na vorteksu ter ponovno centrifugirali.  
 
V 8 mL DMEM FluoroBrite smo dodali 64 μL pripravljenega reagenta, da smo dobili 10 
μM raztopino. Samo barvanje je potekalo tako, da smo iz vseh jamic odvzeli 150 μL gojišča 
(v jamici je ostalo 100 μL gojišča) ter jim dodali 1 mL DMEM FluoroBrite, s čimer smo 
jamice delno sprali. Nato smo iz vseh jamic odsesali ves medij ter takoj dodali ustrezno 
količino medija DMEM FluoriBrite z reagentom CM-H2DCFDA, kar smo inkubirali 45 min 
v inkubatorju na + 37 oC ter 5 % CO2. Za pozitivno kontrolo smo uporabili 200 mM H2O2, 
ki je bila s celicami inkubirana 25 min. 
 
Tako pripravljenim ploščam smo z napravo Tecan Infinite 200 izmerili fluorescenco pri 
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z reagentom do končne koncentracije 2 μg/mL. 15 min po dodatku Hoechsta 33342 smo 
fluorescenco izmerili še pri 350/461 nm.  
 
Od dobljenih vrednosti smo odšteli ozadje (samo reagent brez celic) ter vrednosti ROS 
normalizirali na vrednosti Hoechst 33342, s čimer smo vrednosti ROS normalizirali na 
število celic v posamezni jamici. Vsak poskus je bil izveden trikrat z dvema tehničnima 
ponovitvama. Rezultate smo predstavili kot spremembo normalizirane fluorescence glede 
na netretirano kontrolo za tri neodvisne ponovitve. 
 
3.2.9 Vpliv TiO2 ND na β-amiloid  
 
Da bi ugotovili ali izbrani TiO2 ND vplivajo na količino in procesiranje Aβ in njegovega 
prekurzorja APP smo celice nasadili na 6-jamično ploščo v koncentraciji 40.000 
celic/jamico, kot je opisano pod točko 3.2.2. ND so bili s celicami inkubirani zadnjih 5 dni 
(dodali smo jih na 7 dan diferenciacije) ali zadnji dan diferenciacije (dodali smo jih na 11 
dan diferenciacije) v koncentraciji 25 µg/mL. Uporabili smo dve pozitivni kontroli, ki smo 
ju dodali na 11 dan diferenciacije (1-dnevna izpostavitev); 200 mM H2O2 ter 5 µM MG132. 
Na dvanajsti dan diferenciacije smo zamrznili ploščo za kasnejšo lizo z Laemlli pufrom ter 
izvedbo SDS-PAGE in prenosa western, kot je opisano pod točko 3.2.10 (Slika 4). Naredili 
smo šest neodvisnih ponovitev. 
 
Slika 10: Shema poteka poskusa za določanje vpliva ND na Aβ. Shema prikazuje čas nasajanja celic, sprožitve 
diferenciacije, dodajanja ND, menjave gojišča ter shranjevanja plošč. 
3.2.10 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega lavrilsulfata 
(SDS-PAGE) ter prenos western 
 
SDS-PAGE je separacijska metoda, ki temelji na potovanju nabitih delcev v električnem 
polju in omogoča ločevanje proteinov na podlagi dolžine polipeptidne verige oz. molekulske 
mase (Slika 11). Uporaba detergenta natrijevega lavrilsulfata (SDS) povzroči, da imajo vsi 
proteini negativen naboj. Posledično na hitrost potovanja, ki je odvisna od razmerja med 
nabojem in maso delca, vpliva le masa proteina. Proteini se ločujejo v gelu, ki je zamrežen 
z verigami akrilamida in bisakrilamida, kar kataliziramo z dodatkom amonijevega persulfata 
in TEMED-a. Večja kot je koncentracija akrilamida, manjše so pore in počasneje potujejo 
proteini. Ločba proteinov poteka v ločevalnem gelu, ki ima večjo koncentracijo akrilamida 
in je bolj zamrežen, nanašalni gel pa je manj zamrežen in omogoča, da proteini naenkrat 
vstopijo v ločevalni gel. Vzorcu, ki ga želimo ločiti v SDS-PAGE, moramo dodati pufer, ki 
vsebuje SDS (površinsko aktivna snov, denaturira proteine in tako omogoča ločevanje 
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v žepek), β-merkaptoetanol (reducira disulfidne vezi znotraj molekul in med molekulami) 
ter bromfenol modro (za prikaz hitrosti potovanja proteinov v gelu) (Al-Tubuly, 2000; 
Blancher in Jones, 2001). Mi smo uporabili 1× Laemmli pufer.   
 
Slika 11: Shematski prikaz SDS-PAGE (povzeto po Protein Electrophoresis Methods, 2020). 
Prenos western je pogosto uporabljena tehnika za ločevanje ter identifikacijo proteinov. 
Najprej je mešanica proteinov s pomočjo elektroforeze ločena na podlagi molekulske mase, 
nato pa se ločeni proteini iz gela prenesejo na trdno podlago (membrano) s pomočjo 
električnega toka, kjer za vsak protein nastanejo »lise«. Membrana je nato inkubirana z 
označenimi protitelesi, ki se vežejo le na specifičen protein. Nevezana protitelesa so sprana. 
Vezana protitelesa so zaznana z izpostavitvijo membrane rentgenskemu filmu in razvitju 
rentgenskega filma v temnici. Ker se protitelesa vežejo le na specifičen protein je vidna le 
ena lisa. Debelina lise je odvisna od količine proteina. Priporočljivo je, da se določa tudi 
interna kontrola oz. kontrola nanosa (protein, ki se enakomerno izraža), da se izniči vpliv 
dejavnikov, ki lahko vplivajo na debelino lise (npr. količina nanešenega vzorca pri 
elektroforezi, uspešnost prenosa western) oz. da se normalizira nivo določanega proteina 
(Mahmood in Yang, 2012).  
 
3.2.10.1 Priprava gelov 
 
Pripravili smo 8 % gele po naslednji recepturi: 
 
Ločevalni gel (količina za dva 1.5 mm gela): 
 dH2O 10,7 mL 
 1,5 M Tris-HCl 5 mL 
 10 % SDS 0,2 mL 
 40 % akrilamid/bisakrilamid 4 mL 
 10 % amonijev persulfat 0,1 mL 
 TEMED 20 μL 
Pripravljeno raztopino za gel smo hitro vlili v model za vlivanje gela, debelina med stekelci 
je bila 1,5 mm. Na gladino smo dodali 500 μL dH2O, ki omogoči da se gladina gela izravna 
34 
Koren T. Vpliv različnih formulacij TiO2 nanodelcev … pri človeških nevralnih celicah in vitro.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
 
 
in prepreči dostop O2, kar močno pospeši strjevanje gela. Po 15 min, ko se je ločevalni gel 
strdil, smo pripravili nanašalni gel. 
 
Nanašalni gel (količina za dva gela): 
 dH2O 3,175 mL 
 0,5 M Tris-HCl 1,25 mL 
 10 % SDS 50 μL 
 40 % akrilamid/bisakrilamid 0,5 mL 
 10 % amonijev persulfat 25 μL 
 TEMED 5 μL 
Najprej smo odlili dH2O od strjenega ločevalnega gela, nato smo dodali pripravljen 
nanašalni gel ter glavniček z ustreznim številom žepkov. Počakali smo približno 1 uro, da se 
je gel strdil. Pripravljen gel smo do uporabe shranili v plastični vrečki, v navlaženih 
papirnatih brisačkah, v hladilniku na + 4 oC. 
 
3.2.10.2 Priprava vzorcev v Laemmli pufru – liza celic 
 
Ploščam s celicami, ki smo jih želeli shraniti za kasnejšo analizo, smo odstranili gojišče ter 
jih dvakrat sprali z ohlajenim PBS pufrom z dodatkom Ca2+ ter Mg2+. Po drugem spiranju 
smo ploščo nagnili ter odsesali vso tekočino, ki je ostala v jamicah. Nato smo plošče shranili 
v zamrzovalniku na – 20 oC do analize. Tako shranjene plošče s celicami smo nato lizirali v 
1× Laemmli pufru, ki denaturira proteine in tako omogoči dostop protiteles do epitopov na 
proteinih. Laemmli pufer prav tako uporabljamo kot nanašalni pufer pri elektroforezi. 
Količino pufra dodanega v jamice smo prilagodili gostoti celic.  
   
Po dodatku pufra smo celice s plastičnimi strgali odstranili iz dna jamic in skupaj s pufrom 
prenesli v mikrocentrifugirko. Vzorec smo nato homogenizirali z ultrazvočno napravo (15-
20 pulzov, 50 % amplitude), da smo raztrgali DNK in zmanjšali viskoznost vzorca.  
 
V vzorcih smo določili koncentracijo proteinov z reagentom Pierce 660 nm po navodilih 
proizvajalca. V 96 jamično mikrotitrsko ploščo smo nanesli 10 µL vsakega vzorca in BSA 
standarda ter dodali 150 µL Pierce 660 nm reagenta, ki smo ga pripravili tako, da smo 
zmešali ustrezno količino Pierce 660 nm reagenta z IDCR praškom. Absorbanco vzorcev 
smo pomerili na Tecan Infinite 200 pri 660 nm. Samo koncentracijo vzorcev smo preračunali 
z umeritveno krivuljo, ki je bila pridobljena s pomočjo BSA standarda. Vzorce za 
elektroforezo smo pripravili tako, da smo izenačili koncentracije proteinov v vzorcih z 
ustrezno količino 1× Laemmli pufra. Do uporabe smo shranili vzorce na - 20 oC. 
 
3.2.10.3 Gelska elektroforeza 
 
Vzorce za nanos na poliakrilamidni gel smo najprej kuhali 5 min na + 95 oC, nato pa jih 
centrifugirali. Vmes smo sestavili elektroforezno kadičko ter vanjo vlili elektroforezni pufer. 
V žepke smo dodali vzorce (30 ng proteinov) in označevalec velikosti proteinov. Proteine 
smo nato ločili po velikosti z elektroforezo, ki je potekala pri konstantnem toku 30 mA/gel 
približno 1 uro, oz. dokler modro barvilo ni pripotovalo do konca gela. 
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3.2.10.4 Prenos iz gela na membrano 
 
Po končani elektroforezi smo pripravili sendvič za prenos western (Slika 12). V večjo 
kadičko smo nalili pufer za prenos western in vanj položili plastični nosilec. Na nosilec smo 
položili peno, filter papir, poliviniliden difluoridno (PVDF) membrano ter gel v ustreznem 
vrstnem redu. Nosilec smo zložili tako, da med filter papirji, gelom in membrano ni bilo 
zračnih mehurčkov, ki bi lahko motili prenos. Nosilec smo zaprli in postavili v posodo z 
nosilcem za prenos western, noter pa dali ledeni blok in magnetek ter jo napolnili z ohlajenim 
pufrom za prenos western do oznake. Vse skupaj smo postavili na magnetno mešalo, kadičko 
priključili na električno napetost in začeli prenos pri konstantni napetosti 150 V, ki je trajal 
90 min. 
 
Slika 12: Shematski prikaz sendviča za prenos western (prirejeno po Western blot protocol, 2020). 
3.2.10.5 Barvanje, blokiranje membrane, inkubacija s protitelesi ter razvijanje 
 
Po končanem prenosu western smo sendvič razstavili in membrano 3× sprali s TBS-T ter 
nato v 5 % ocetni kislini. Uspešnost prenosa smo preverili z barvanjem membrane z barvilom 
Ponceau S, v katerem smo membrano inkubirali 5 min. Vidne rdeče lise so nam pokazale, 
da so se proteini prenesli na membrano. S pomočjo velikostnih markerjev oz. standardov 
smo membrano prerezali na ustrezno široke trakove, kjer smo predvidevali, da bodo iskani 
proteini. Sledilo je spiranje v TBS-T do razbarvanja. 
 
Membrano smo inkubirali na sobni temperaturi v 7,5 % raztopini mleka/TBS-T 1 uro in tako 
blokirali nespecifična vezavna mesta. Po kratkem spiranju v TBS-T je sledila inkubacija v 
suspenziji primarnih protiteles čez noč pri + 4 oC. Primarna protitelesa so bila pripravljena 
v raztopini v redčitvah, kot je navedeno v točki 3.1.5. Naslednji dan smo membrano sprali v 
TBS-T (3× 10 min), nato pa inkubirali v sekundarnih protitelesih, označenimi s hrenovo 
peroksidazo, v 5 % raztopini mleka 1 uro na sobni temperaturi. Po ponovnem spiranju 
membrane v TBS-T (3× 10 min) je sledil dodatek kemiluminiscenčnega substrata Pierce 
ECL Western Blotting substrate. Pripravili smo raztopino reagenta A (vsebuje peroksid) in 
B (vsebuje luminol) v razmerju 1:1 ter membrano inkubirali v tej raztopini 2 min. 
Uporabljena sekundarna protitelesa so konjugirana s hrenovo peroksidazo, ki katalizira 
reakcijo luminola s peroksidom, da nastane 3-aminoftalat. Pri prehodu v osnovno stanje 3-
aminoftalat odda svetlobo valovne dolžine 425 nm (Chemiluminescent Western Blotting, 
2020), ki smo jo zajeli na rentgenski film v temnici. Čas izpostavitve membrane 
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3.2.10.6 Obdelava podatkov 
 
Kjer je bilo smiselno, smo s pomočjo programa Quantity-One izvedli denzitometrično 
analizo. Določili smo razmerje med intenziteto določanega proteina ter interne kontrole oz. 
kontrole nanosa, ki je bila v našem primeru GAPDH. 
 
3.2.11 Statistična obdelava podatkov 
 
Vsak poskus je imel vsaj tri neodvisne ponovitve, da smo pridobili dovolj podatkov za 
izračun povprečij. Pridobljene podatke vseh analiz ter meritev smo najprej obdelali z 
računalniškim programom MS Excel 2010 in sicer tako, da smo združili rezultate tehničnih 
ponovitev, rezultate normalizirali na kontrolo, jih predstavili v procentih ter nato izpovprečili 
vse neodvisne ponovitve (N). Spremenljivkam smo izračunali standardno napako povprečja 
(SEM). Nato smo naredili analizo variance ali enosmerni ali dvosmerni test ANOVA. 
Statistično značilne razlike smo označili z zvezdico (*) glede na doseženo mejo statistične 
verjetnosti; *P ≤ 0,05, **P ≤ 0,01, ***P ≤ 0,001, ****P ≤ 0,0001. Oznaka N pomeni število 
neodvisnih izvedb poskusa, oznaka n število tehničnih ponovitev. Grafe smo izrisali s 
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4.1 PROTOKOL DIFERENCIACIJE CELIC SH-SY5Y V NEVRALNI FENOTIP 
 
Preden smo lahko začeli z različnimi poskusi, smo se najprej morali seznaniti s celično linijo 
SH-SY5Y in postaviti protokol diferenciacije celic SH-SY5Y v nevralni fenotip. Pri 
postavitvi protokola smo želeli določiti optimalno koncentracijo nasajanja celic, sestavo 
diferenciacijskega gojišča ter dneve menjave celičnega gojišča. 
 
Za določitev primerne koncentracije nasajanja celic SH-SY5Y in optimalno sestavo gojišča, 
za njihovo uspešno diferenciacijo, smo celice nasadili v treh koncentracijah 10.000, 40.000 
ter 70.000 celic/jamico v 24-jamično ploščo, v dveh tehničnih ponovitvah. Pri nasajanju celic 
smo uporabili rastno gojišče z 10 % FBS. 48 ur po nasaditvi smo zamenjali rastno gojišče z 
diferenciacijskim gojiščem, ki je vsebovalo RA ter štiri različne koncentracije FBS (0,5 %, 
1 %, 2 % ter 10 %). Diferenciacijsko gojišče smo zamenjali s svežim na 2-3 dni. S poskusom 
smo zaključili na dvanajsti dan diferenciacije celic.  
 
Slike smo posneli na dan zamenjave rastnega gojišča z diferenciacijskim gojiščem (dan 0), 
kar predstavlja nediferencirane celice, ter na ostale dni, ko smo menjevali gojišče, vključno 
z dvanajstim dnevom. Slike smo posneli s svetlobnim mikroskopom Evos XL Core pri 10-
kratni povečavi. Slike smo vedno zajeli s sredine jamice, da smo lahko opazili spremembe 




Celice SH-SY5Y smo nasadili tudi v jamico, ki je predhodno nismo prekrili s kolagenom. 
Slika je bila posneta na deveti dan diferenciacije. 
 
 
Slika 13: Optimizacija protokola diferenciacije celic SH-SY5Y. Nasajene celice SH-SY5Y v jamici brez 
kolagena, koncentracije 40.000 celic/jamico. Slika je bila posneta na 9 dan diferenciacije. Merilna skala 
prikazana na sliki je velika 250 µm. 
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Na Sliki 13 lahko opazimo, da brez dodatka kolagena nevriti niso prisotni oz. jih je precej 
manj, celice so še vedno velike s precejšnim deležem citoplazme in po morfologiji so bolj 
podobne nediferenciranim celicam. Celice, ki niso rasle na kolagenu, so najprej rasle v 
majhnih skupkih, nato pa so prerasle celotno podlago (preraščenost blizu 100 %). Po drugi 
strani pa so celice, ki so rasle na kolagenu razvile nevrite ter so imele zmanjšano citoplazmo, 
kot je opazno na Sliki 17. 
 
Vpliv koncentracije nasajenih celic ter FBS na diferenciacijo 
 
Sestavo rastnega gojišča smo naredili po navodilih ATCC (Preglednica 3). Pri gojenju ter 
nasajanju celic smo uporabljali rastno gojišče z 10 % FBS. Po nasajanju so se celice po dveh 
dnevih pritrdile na podlago ter ustrezno namnožile, zato smo sprožili njihovo diferenciacijo 
z dodatkom diferenciacijskega gojišča, ki vsebuje RA ter nižjo koncentracijo FBS. V 
literaturi so v diferenciacijskem gojišču uporabljali 1 % ali 2 % FBS (Lopes in sod., 2010; 
Schneider in sod., 2011), zato smo za optimizacijo protokola diferenciacije uporabili gojišča 
z 0,5 %, 1 % ali 2 % FBS in za kontrolo 10 % FBS.  
 
Poskus diferenciacije celic nasajenih v različni gostoti in z različno koncentracijo FBS (Slike 
14-16) je pokazal, da % FBS močno vpliva na uspešnost diferenciacije. Nizke koncentracije 
FBS (predvsem 0,5 % FBS) so vodile v slabšo diferenciacijo, previsoke koncentracije (10 
% FBS) pa v pretirano delitev celic, ki so skoraj v celoti prerasle površino, kar je 
onemogočilo razvoj nevritov in pričakovano medcelično povezovanje. Opazili smo tudi 
veliko plavajočih celic, še posebej jih je bilo veliko pri celicah z 0,5 % FBS. Za nadaljne 
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Slika 14: Optimizacija protokola diferenciacije celic SH-SY5Y. Vpliv različnih koncentracij FBS na 
diferenciacijo celic SH-SY5Y. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 10.000  celic/jamico. Slike smo 
posneli na 0, 3, 5, 7, 10 ter 12 dan diferenciacije. V diferenciacijskem mediju smo uporabili 0,5 %, 1 %, 2 % 
ter 10 % FBS. Merilna skala prikazana na sliki je velika 250 µm. 
40 
Koren T. Vpliv različnih formulacij TiO2 nanodelcev … pri človeških nevralnih celicah in vitro.  




Slika 15: Optimizacija protokola diferenciacije celic SH-SY5Y. Vpliv različnih koncentracij FBS na 
diferenciacijo celic SH-SY5Y. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 40.000 celic/jamico. Slike smo 
posneli na 0, 3, 5, 7, 10 ter 12 dan diferenciacije. V diferenciacijskem mediju smo uporabili 0.5 %, 1 %, 2 % 
ter 10 % FBS. Merilna skala prikazana na sliki je velika 250 µm. 
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Slika 16: Optimizacija protokola diferenciacije celic SH-SY5Y. Vpliv različnih koncentracij FBS na 
diferenciacijo celic SH-SY5Y. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 70.000 celic/jamico. Slike smo 
posneli na 0, 3, 5, 7, 10 ter 12 dan diferenciacije. V diferenciacijskem mediju smo uporabili 0.5 %, 1 %, 2 % 
ter 10 % FBS. Merilna skala prikazana na sliki je velika 250 µm. 
Nasajanje celic v primerni koncentraciji je pomembno, saj če so celice preredke med njimi 
ni dovolj komunikacije in celice se ne diferencirajo. Na drugi strani pa pregosto nasajene 
celice prerastejo podlago in nimajo dovolj prostora za normalen razvoj nevritov. To 
potrjujejo tudi naši rezultati (Slika 14-16) iz katerih je razvidno, da je pri najnižji 
koncentraciji nasajenih celic 10.000 celic/jamico povsod nizka preraščenost celic, prav tako 
je motena tudi sama diferenciacija, saj celice po morfologiji ne spominjajo na nevrone, 
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značilni nevriti se tudi niso pojavili. Pri najvišji koncentraciji 70.000 celic/jamico pa so 
celice popolnoma prerasle površino že po petih dnevih diferenciacije ter dosegle približno 
100 % preraščenost (Slika 16).  
 
Ob uporabi diferenciacijskega medija z optimalno koncentracijo 2 % FBS smo se na podlagi 
teh rezultatov odločili za nasajanje celic koncentracije 40.000 celic/jamico. Ob kombinaciji 
teh parametrov so bile celice ustrezno diferencirane ter niso popolnoma prerasle površine, 
kar jim je omogočilo razvoj dolgih nevritov, značilih za nevronske celice (Slika 17). 
 
4.2 ČASOVNI POTEK DIFERENCIACIJE CELIC SH-SY5Y 
 
Za dokaz, da so celice SH-SY5Y lahko diferencirane v nevralni fenotip s kombinacijo nižje 
koncentracije FBS ter uporabo RA, smo najprej analizirali spremembe v njihovi celični 
morfologiji. V skladu z literaturo (Lopes in sod., 2010) smo po uporabi diferenciacijskega 
protokola opazili zmanjšanje razmnoževanja celic, indukcijo rasti nevritov ter zmanjšanje 
citoplazme (Slika 17). Spremembo v morfologiji smo lahko opazili že po 24 urah po dodatku 




Slika 17: Prikaz morfologije diferenciranih celic SH-SY5Y po 6 dneh diferenciacije. Celice SH-SY5Y so bile 
nasajene v koncentraciji 40.000 celic/jamico in diferencirane v mediju z 2 % FBS. Puščice označujejo 
nevrite. Slika je bila zajeta pod svetlobnim mikroskopom Evos XL Core pri 20-kratni povečavi. Merilna 
skala prikazana na sliki je velika 50 µm. 
Ko smo potrdili, da so celice morfološko diferencirane po tretiranju z RA smo diferenciacijo 
celic potrdili tudi s prisotnostjo celičnih markerjev diferenciacije. Proteine iz pripravljenih 
celičnih lizatov smo ločili s SDS-PAGE in s prenosom western analizirali spremembe 
celičnih markerjev diferenciacije Lamin B, GAP-43 ter MAP-2. Kot kontrolo nanosa smo 
uporabili GAPDH, saj se enakomerno izraža v nediferenciranih ter diferenciranih celicah 
(Castano in Kypta, 2008). Spremembe v količini določanih proteinov smo določili 
denzitometrično s pomočjo programa Quantity-One. Vse vrednosti smo normalizirali na 
kontrolo nanosa GAPDH. Za vsak marker smo naredili šest neodvisnih ponovitev, katerih 
rezultate smo nato povprečili in določili SEM. Vse vrednosti smo primerjali z dnevom 0, da 
smo določili ali prihaja do razlike v izražanju markerjev diferenciacije v primerjavi z 
nediferenciranimi celicami. Rezultati so predstavljeni na Sliki 18. 
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Slika 18: Razlika v izražanju celičnih markerjev tekom diferenciacije celic SH-SY5Y. Spremembe v 
izražanju nevralnih markerjev diferenciacije Lamin B (A), GAP-43 (B) in MAP-2 (C) določeni na 0, 3, 5, 7, 
10 ter 12 dan diferenciacije. Prikazane so povprečne vrednosti  (+/– SEM). N = 6. Vrednosti so normalizirane 
na GAPDH. *: P < 0,05, **: P < 0,01, ***: P < 0,001, ****: P < 0,0001 statistično značilna razlika v 
primerjavi z vrednostjo na dan 0 (enosmerni test Anova). Prikazane so tudi reprezentativne membrane z 
dodatkom protiteles za proteine Lamin B (A), GAP-43 (B), MAP-2 (C) ter kontrolo nanosa GAPDH. 
Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 200.000 celic/petrijevko. 
Opazili smo statistično značilno povečanje količine oz. izražanja vseh treh izbranih 
markerjev diferenciacije po dodatku RA (po dnevu 0) oz. po sprožitvi diferenciacije, ki se je 
povečevalo v odvisnosti od časa (Slika 18). Pri vseh treh markerjih je bila statistična razlika 
največja po 12 dnevih diferenciacije. 
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Da bi določili vpliv TiO2 ND na preživetje diferenciranih celic SH-SY5Y, smo celice 
izpostavili naraščajočim koncentracijam TiO2 ND za 1 dan ali 5 dni. Preživetje celic smo 
določali s pomočjo fluorescentnih barvil Hoechst 33342 ter PI. S Hoechst 33342 smo 
določali vse celice, saj se barvilo veže na DNK vseh celic, s PI pa smo določili samo mrtve 
celice, saj barvilo v žive celice ne vstopi. Slike smo posneli s fluorescenčnim mikroskopom 
Zeiss Axiovert 200 v vidnem polju, z modrim filtrom (Hoechst 33342) in z rdečim filtrom 
(PI) pri 20-kratni povečavi. Za vsak vzorec in vsak filter smo posneli več slik. Za štetje celic 
smo uporabili program Cell Counter. Rezultati so prikazani na Slikah 19-24. 
 
Slika 19: Vpliv ANATAZ TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki so prikazane celice SH-SY5Y po 
1-dnevni izpostavljenosti različnim koncentracijam ANATAZ ND. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 
40.000 celic/jamico. Merilna skala prikazana na sliki je velika 100 µm. 
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Slika 20: Vpliv ANATAZ TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki so prikazane celice SH-SY5Y po 
5-dnevni izpostavljenosti različnim koncentracijam ANATAZ ND. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 
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Slika 21: Vpliv FG TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Vpliv ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki 
so prikazane celice SH-SY5Y po 1-dnevni izpostavljenosti različnim koncentracijam FG ND. Koncentracija 
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Slika 22: Vpliv FG TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki so prikazane celice SH-SY5Y po 5-dnevni 
izpostavljenosti različnim koncentracijam FG ND. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 40.000 
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Slika 23: Vpliv P25 TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki so prikazane celice SH-SY5Y po 1-dnevni 
izpostavljenosti različnim koncentracijam P25 ND. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 40.000 
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Slika 24: Vpliv P25 TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Na sliki so prikazane celice SH-SY5Y celice po 
5-dnevni izpostavljenosti različnim koncentracijam P25 ND. Koncentracija nasajenih celic SH-SY5Y 40.000 
celic/jamico. Merilna skala prikazana na sliki je velika 100 µm. 
Na Slikah 19-24 posnetih v svetlem polju lahko vidimo, da se z večanjem koncentracije ND 
število celic ne spreminja za vse tri formulacije TiO2 (ANATAZ, FG, P25). Celice prav tako 
niso izkazovale večjih sprememb v celični morfologiji. Ravno tako ni naraščalo število PI-
pozitivnih (mrtvih celic), iz česar lahko sklepamo, da vse tri uporabljene formulacije TiO2 
ND niso povzročile poškodb celične membrane ali drugačne oblike nekroze.  
 
Na Slikah 19-24 so vidni tudi ND. Opazimo lahko, da se količina ND, ki so v stiku s celicami 
(pritrjeni na celice ali internalizirani), s koncentracijo ND povečuje.  
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Slika 25: Vpliv TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. Vpliv TiO2 P25 ND (A, D), TiO2 ANATAZ ND (B, 
E) in TiO2 FG ND (C, F) na preživetje celic SH-SY5Y po 1-dnevni (A, B, C) ter 5-dnevni (D, E, F) 
izpostavljenosti ND. Vrednosti so predstavljene v odstotkih deleža celic v primerjavi z netretirano kontrolo. 
Prikazane so povprečne vrednosti  (+/- SEM). N=3, n=2. S statistično analizo (dvosmerni ANOVA test) 
nismo pokazali statistično značilne razlike.  
Iz rezultatov barvanja s Hoechstom 33342 ter PI je razvidno, da ni bilo opaziti statistično 
značilnega vpliva TiO2 ANATAZ, FG in P25 ND na preživetje celic. Kot je opazno na Sliki 
25 se je število živih celic po dodatku ND celo nekoliko povečalo, medtem ko se število 
mrtvih celic ni spreminjalo.  
 
4.4 VPLIV TIO2 ND NA DIFERENCIACIJO CELIC SH-SY5Y 
 
Celice smo izpostavili TiO2 ND koncentracije 10 in 25 µg/mL na dan sprožitve 
diferenciacije (dan 0). Spremembe v izražanju markerjev diferenciacije smo preverjali s 
SDS-PAGE in s prenosom western na tretji, sedmi in dvanajsti dan diferenciacije. Kot 
kontrolo smo uporabili netretirane celice. Rezultati so predstavljeni na Sliki 26 in 27.  
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Slika 26: Vpliv TiO2 ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y. Celice smo izpostavili ND koncentracije 10 μg/mL 
in določili spremembe v izražanju markerjev diferenciacije Lamin B (A), GAP-43 (B)  in MAP-2 (C)  na 3, 7  
ter 12 dan diferenciacije. Vrednosti so normalizirane na GAPDH. Prikazane so povprečne vrednosti (+/– SEM). 
N = 6. S statistično analizo (dvosmerni ANOVA test) nismo pokazali statistično značilne razlike. Prikazane so 
tudi reprezentativne membrane za diferenciacijske markerje Lamin B (A), GAP-43 (B), MAP-2 (C) ter interno 
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Slika 27: Vpliv TiO2 ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y. Celice smo izpostavili ND koncentracije 25 μg/mL 
in določili spremembe v izražanju markerjev diferenciacije Lamin B (A), GAP-43 (B) in MAP-2 (C) na 3, 7  
ter 12 dan diferenciacije. Vrednosti so normalizirane na GAPDH. Prikazane so povprečne vrednosti (+/– SEM). 
N = 6. S statistično analizo (dvosmerni ANOVA test) nismo pokazali statistično značilne razlike. Prikazane so 
tudi reprezentativne membrane za diferenciacijske markerje Lamin B (A), GAP-43 (B) in MAP-2 (C) ter 
interno kontrolo GAPDH. 
Po izpostavitvi celic ND nismo zaznali statistično značilnih razlik v izražanju izbranih 
markerjev diferenciacije glede na netretirano kontrolo (Slika 26 in 27). Manjša, a še vedno 
ne statistično značilna odstopanja, se pojavljajo pri višji koncentraciji dodanih ND predvsem 
pri ANATAZ in P25 TiO2, saj se vsi celični markerji izražajo manj, kot pri netretirani 
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kontroli v posamezni časovni točki. Na podlagi naših rezultatov sklepamo, da je 
diferenciacija celic potekala nemoteno. 
 
4.5 VPLIV TIO2 ND NA ROS 
 
Ali TiO2 ND povzročijo nastanek ROS smo preverili z reagentom CM-H2DCFH-DA po 1- 
ali 5- dnevni izpostavitvi diferenciranih celic ND. Rezultati so predstavljeni na Sliki 28 in 
29. 
 
Slika 28: Vpliv TiO2 ND na nastanek ROS po 1-dnevni inkubaciji. P25 (A), ANATAZ (B), FG (C). Celice 
smo izpostavili ND koncentracijam 2, 10 in 25 μg/mL, kot pozitivno kontrolo (PK) smo uporabili 200 mM 
H2O2. Vrednosti so predstavljene kot povečanje normalizirane intenzitete fluorescence v primerjavi z 
netretirano kontrolo (NK). Prikazane so povprečne vrednosti  (+/– SEM). N = 3, n=2. **P ≤ 0,01; ***P ≤ 0,001 
v primerjavi z netretirano kontrolo (enosmerni ANOVA test).  
Opazili smo, da se je po 1-dnevni inkubaciji ND koncentracija ROS statistično značilno 
povečala pri dodatku 25 μg/mL TiO2 P25 (10,8-kratno povečanje) ter FG (3-kratno 
povečanje). Pri nižjih koncentracijah dodanih ND prav tako lahko opazimo povečanje ROS 




Slika 29: Vpliv TiO2 ND na nastanek ROS po 5-dnevni inkubaciji. P25 (A), ANATAZ (B), FG (C). Celice 
smo izpostavili ND koncentracije 2, 10 in 25 μL/mL, kot pozitivno kontrolo (PK) smo uporabili 200 mM H2O2. 
Vrednosti so predstavljene kot povečanje intenzitete normalizirane intenzitete fluorescence v primerjavi z 
netretirano kontrolo (NK). Prikazane so povprečne vrednosti  (+/– SEM). N = 3, n=2. *P ≤ 0,05 v primerjavi 
z netretirano kontrolo (enosmerni ANOVA test). 
Podobno kot pri 1-dnevni inkubaciji, se je tudi po 5-dnevni inkubaciji ND statistično 
značilno povečal nastanek ROS pri koncentraciji 25 μg/mL TiO2 P25 (8,21-kratno 
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povečanje) ter ANATAZ (3,5-kratno povečanje), kot je opazno na Sliki 29. Ponovno je 
prišlo do največje spremembe v nastanku ROS pri P25 ND. Na podlagi teh rezultatov lahko 
sklepamo, da so TiO2 P25 ND najbolj neposredno citotoksični med izbranimi ND. 
 
4.6 VPLIV TIO2 ND NA β-AMILOID PRI CELICAH SH-SY5Y 
 
Ker smo opazili, da inkubacija s TiO2 ND povzroča OS v diferenciranih celicah SH-SY5Y, 
smo želeli preveriti ali prav tako vpliva na proteine vpletene v nevrodegeneracijo. ND 
koncentracije 25 μg/mL smo s celicami inkubirali zadnjih 5 dni diferenciacije in zadnji dan 
diferenciacije. Zanimalo nas je, ali se bo spreminjala količina Aβ in ali se bo razlikovala 
glede na akuten ali subkroničen čas izpostavljenosti izbranim ND. Na 12 dan diferenciacije 
smo vzorce lizirali ter preverili spremembe v količini Aβ s SDS-PAGE in s prenosom 
western. Naredili smo šest neodvisnih ponovitev, kjer smo dobili podobne rezultate. 
Rezultati so predstavljeni na Sliki 30. 
 
Slika 30: Vpliv TiO2 ND na količino in procesiranje Aβ. SDS-PAGE in prenos western analiza SH-SY5Y 
celičnih lizatov na 12 dan diferenciacije, z dodatkom protiteles za Aβ ter GAPDH. Spodnja membrana (velikost 
36 kDa) predstavlja kontrolo nanosa GAPDH. Celice smo izpostavili TiO2 ND koncentracije 25 μg/mL za 1 
dan ali za 5 dni. Kot pozitivno kontrolo (PK) smo uporabili 200 mM H2O2 (PK1) ter MG-132 (PK2), ki sta bili 
inkubirani s celicami 1 dan. Negativna kontrola (NK) so bile netretirane celice. 
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Na Sliki 30 lahko opazimo spremembo v količini znotrajceličnih proteinov Aβ ter APP. 
Spodnja lisa na membrani (molekulska masa 4 kDa) predstavlja Aβ, ostale lise pa so drugi 
fragmenti APP (β-Amyloid …, 2020; Delvaux in sod., 2013; Murphy in LeVine, 2010). 
Opazimo lahko, da je inteziteta lise Aβ zelo intenzivna po inkubaciji celic s PK ter pri NK, 
medtem ko je po izpostavljenosti ND večja intenziteta lis po 5-dnevni izpostavljenosti celic 
ANATAZ in FG ND ter 1-dnevni izpostavljenosti celic FG ND, pri ostalih ND pa se 
intenziteta lis zmanjša. 
 
Ker s pomočjo SDS-PAGE in prenosa western ne moramo točno identificirati nastalih 
fragmentov APP, smo dobljene fragmente skupno imenovali APP. Opazimo lahko, da 
prihaja do manjših razlik v jakosti lis na membrani, kar nakazuje, da je prišlo do različnega 
procesiranja APP po inkubaciji celic z ND, vendar bi za identifikacijo posamezne lise morali 
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Glavni cilji magistrskega dela so bili postaviti protokol diferenciacije celic SH-SY5Y ter 
raziskati vplive treh formulacij TiO2 ND na diferencirane celice SH-SY5Y, pogosto 
uporabljene kot celični model v nevrotoksikoloških, nevrobioloških ter nevrokemičnih 
raziskavah (Valdiglesias in sod., 2013). Njihovo citotoksičnost smo določali na več nivojih, 
od njihovega vpliva na preživetje ter diferenciacijo celic, do nastanka ROS ter izražanja oz. 
količino in procesiranje Aβ peptida. Testirali smo tri tipe TiO2 ND (ANATAZ, FG, P25), da 
smo lahko preverili ali se njihovi vplivi razlikujejo. Uporabili smo relativno nizke do zmerne 
koncentracije teh ND, ki so bolj primerljive koncentracijam, ki smo jim vsakodnevno 
izpostavljeni oz. jih po izpostavitvi lahko pričakujemo v tkivu (Maher in sod., 2016; 
McClements in sod., 2019 ). TiO2 ND smo izbrali, saj smo tem delcem pogosto izpostavljeni, 
tako preko hrane (TiO2 FG ND) in kozmetičnih izdelkov, kot mnogih industrijskih izdelkov 
(TiO2 ANATAZ in P25 ND). 
 
Vse poskuse smo delali na celični liniji SH-SY5Y. Ta model smo izbrali kot 
nevrotoksikološki model, ker je človeškega izvora in ga lahko diferenciramo v nevralni 
fenotip. Veliko in vitro modelov za študij celične biologije nevronov uporablja kultivacijo 
primarnih celic iz miši in podgan, ki so uporabne za raziskovanje veliko vidikov nevralne 
fiziologije. Kljub temu pa so celice človeškega izvora potrebne za potrditev molekularnih 
mehanizmov človeških bolezni, ki jih ne moremo reproducirati v živalih (Murillo in sod., 
2017). 
 
PROTOKOL DIFERENCIACIJE CELIC SH-SY5Y V NEVRALNI FENOTIP 
 
Za potrebe raziskave smo najprej razvili in optimizirali postopek diferenciacije celic v 
nevralni fenotip. Diferenciacijo celic SH-SY5Y smo sprožili z diferenciacijskim gojiščem, 
ki je vsebovalo RA, biološko aktivno obliko vitamina A. RA je celični faktor diferenciacije, 
ki preko retinojskih jedrnih receptorjev vpliva na širok razpon promotorskih mest v 
nevralnih in glia celicah. Diferenciacija inducirana z RA zavre celično delitev, spremeni 
celično natrijevo prevodnost, okrepi izrast nevritov ter poveča recikliranje sinaptičnih 
veziklov (Teppola in sod., 2016). Odvisno od protokola diferenciacije celice SH-SY5Y po 
diferenciaciji izražajo značilnosti holinergičnih, adrenergičnih ali dopaminergičnih 
nevronov (Dwane in sod., 2013; Murillo in sod., 2017), pri čemer je pomembno navesti, da 
morajo biti celice SH-SY5Y diferencirane vsaj 7 dni, da pride do nastanka sinaptičnih 
veziklov, širjenja akcijskega potenciala ter da prikažejo zrelo vzdražnost (Lopes in sod., 
2010).  
 
Po tretiranju celic SH-SY5Y z RA smo že po 24 urah opazili rast nevritov ter zmanjšanje 
citoplazme, kar je skladno z literaturo (Coccini in sod., 2015; Teppola in sod., 2016). Ob 
sprožitvi diferenciacije smo uporabili tudi nižjo koncentracijo FBS v rastnem gojišču, saj 
smo opazili, da visoka koncentracija FBS (10 %) ne ustavi proliferacije celic, kot je opazno 
na Slikah 14-16, kjer so celice dosegle skoraj 100 % preraščenost podlage, kar pa nam je 
otežilo določanje morfologije celic. FBS smo uporabili, saj ta serum celičnim kulturam 
zagotavlja hranila ter druge sestavine potrebne za in vitro rast celic, kot so hormoni ter rastni 
faktorji. Serum prav tako doda pufrsko kapaciteto gojišču ter veže in nevtralizira strupene 
komponente (Hayman in sod., 1985; Introduction to ..., 2016). Prisotnost ali odsotnost FBS 
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v gojišču prav tako vpliva na samo celično preživetje. Mr in sod. (2001) so opazili, da so 
bile diferencirane celice SH-SY5Y, ki so rasle v gojišču brez seruma apoptotične in so imele 
spremenjeno morfologijo (Mr in sod., 2001). 
 
Celične kulture prav tako potrebujejo okolje, ki jim zagotavlja normalno rast in razvoj, ne 
da bi preprečil procese in vedenja, ki jih želimo preučevati. Dwane in sod. (2013) so 
pokazali, da se celice SH-SY5Y uspešneje diferencirajo, ko rastejo na podlagi prevlečeni s 
kolagenom, zato smo celice nasadili v jamice, ki smo jih predhodno prekrili s kolagenom 
(Dwane in sod., 2013). Kolagen deluje kot ekstracelularni matriks in omogoča premikanje 
ali fiksacijo celic (How to …, 2019). Rast celic na prevlečenih površinah prav tako bolje 
oponaša in vivo okolje celice, zato so tako pridobljeni rezultati bolj reprezentativni obnašanju 
celic v naravnemu okolju, saj je rast celic samo na plastični podlagi povezana s 
spremembami v obliki ter morfologiji celic, težavami v rasti celic ter pritrjevanju celic na 
podlago (Extracellular Matrix …, 2020). Tudi mi smo opazili, da so celice, ki niso rasle v 
jamicah prekritih s kolagenom, imele drugačno morfologijo, saj so imele več citoplazme ter 
niso razvile nevritov (Slika 13). 
 
ČASOVNI POTEK DIFERENCIACIJE CELIC SH-SY5Y 
 
Ko smo opazili morfološko diferencirane celice SH-SY5Y po tretiranju z RA, smo želeli 
preveriti ali so celice tudi biokemijsko diferencirane. V ta namen smo s pomočjo literature 
izbrali celične markerje diferenciacije Lamin B, MAP-2 ter GAP-43, katerih izražanje se 
poveča med diferenciacijo nevralnih celic, in preverili spremembo v njihovem izražanju 
tekom diferenciacije (Cuende in sod., 2008; König in sod., 1990; López-Carballo in sod., 
2002; Murillo in sod., 2017). Razliko v izražanju smo lahko opazili že na membrani po 
prenosu western, saj se intenziteta lis spreminja, kot je opazno na Sliki 18. Naredili smo tudi 
denzitometrično analizo za vsak diferenciacijski marker in vrednosti normalizirali na 
GAPDH, ki se enakomerno izraža v nediferenciranih in diferenciranih celicah (Castano in 
Kypta, 2008). Pri vseh markerjih smo opazili, da je prišlo do statistično značilnega povečanja 
njihovega izražanja v primerjavi z nediferenciranimi celicami (dan 0) po dodatku RA oz. po 
sprožitvi diferenciacije, kot je opazno na Sliki 18. Za dodaten dokaz, da so celice 
diferencirane, bi bilo dobro določiti še celičen marker značilen za nediferencirane celice, kot 
je npr. nestin, za katerega je bilo pokazano, da se njegovo izražanje tekom diferenciacije 
zmanjšuje (Lopes in sod., 2010). Kljub temu, da v večini raziskav (Lopes in sod., 2010; 
Teppola in sod., 2016) uporabljajo RA kot sprožitelj diferenciacije celic SH-SY5Y pa je 
potrebno omeniti, da v vseh raziskavah niso prišli do zaključka, da je RA dober sprožitelj 
diferenciacije. V nasprotju z našimi rezultati so Dwane in sod. (2013) opazili, da so celice 
SH-SY5Y morfološko diferencirane po tretiranju z RA, ne pa tudi biokemijsko, saj niso 
opazili statistično značilnega povečanja v izražanju celičnega markerja diferenciacije GAP-
43 v primerjavi z nediferenciranimi celicami. Prišli so do zaključka, da so za morfološko ter 
biokemijsko diferenciacijo potrebni rastni hormoni (npr. IGF-1), ki pa so dražji kot RA in 
zato redkeje uporabljeni (Dwane in sod., 2013).  
 
DOLOČANJE VPLIVA TIO2 ND NA PREŽIVETJE DIFERENCIRANIH CELIC SH-SY5Y 
 
Po vzpostavitvi protokola diferenciacije celic SH-SY5Y smo določili vpliv izbranih TiO2 
ND na diferencirane celice SH-SY5Y. Najprej smo določili vpliv ND na njihovo preživetje, 
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tako da smo diferencirane celice izpostavili trem koncentracijam TiO2 ND za 1 dan ali za 5 
dni in določili celično preživetje s pomočjo mikroskopije. V skladu z literaturo (Allen, 2016; 
Valdiglesias in sod., 2013) sprememb v številu živih celic pri uporabljenih koncentracijah 
ND nismo opazili, prav tako nismo opazili sprememb v številu mrtvih celic, kot je opazno 
na Slikah 19-25. V mnogih raziskavah so prišli do nasprotujočih zaključkov glede vpliva 
TiO2 ND na celično preživetje; v nekaterih raziskavah niso opazili vpliva na preživetje celic 
(Ferraro in sod., 2020; Valdiglesias in sod., 2013), v drugih pa so ga (Acar in sod., 2015; 
Coccini in sod., 2015). Variabilnost v rezultatih med študijami bi lahko bila zaradi 
eksperimentalnih razlik, kot so: 1) čas izpostavljenosti celic ND ter uporabljenih 
koncentracijah ND; 2) občutljivost uporabljene metode za določanje preživetja celic; 3) tudi 
uporabljena celična linija ima lahko vpliv na nivo citotoksičnosti ND, saj so nekatere celice 
veliko bolj občutljive kot druge (Coccini in sod., 2015; Filograna in sod., 2015) in 4) 
nekatere lastnosti ND, kot so kristalna struktura, velikost delca, površinska prevleka ter 
interakcije z gojiščem, vplivajo na površinsko napetost, sedimentacijo, agregacijo ter 
posledično citotoksičnost ND (pregled v Song in sod., 2015).  
 
Tudi uporaba FBS v mediju je pomembna, saj so pokazali, da nekateri proteini v serumu 
lahko interagirajo s površino ND ter zmanjšajo celične odzive (Meissner in sod., 2009). FBS 
namreč lahko spremeni povprečno velikost agregatov ND, saj lahko zmanjša ali poveča nivo 
agregacije (Mr in sod., 2001; Panariti in sod., 2012; Pavlin in Bregar, 2012). Značilnost ND 
je, da se v različnih medijih povezujejo ter tvorijo aglomerate (ND med seboj povezani s 
šibkimi vezmi) ali agregate (ND med seboj povezani z močnimi vezmi), ki so lahko 
različnih, tudi mikrometrskih, velikosti. Agregacija in aglomeracija ND v različnih medijih 
med drugim vpliva na njihovo stabilnost, mobilnost ter interakcije z okoljem, v našem 
primeru s celicami (Pavlin in Bregar, 2012). Večja velikost ND zaradi agregacije bi lahko 
bil razlog, da nismo opazili vpliva na preživetje celic SH-SY5Y, saj so agregati delcev, ki 
imajo večji hidrodinamski premer v celičnem mediju (Preglednica 2), težje internalizirani v 
celico (Allen, 2016). Zelo verjetno je tudi, da celice niso prevzele nič ali malo ND, saj je za 
nevronske celice značilno, da v primerjavi z drugimi celičnimi tipi (npr. mikroglia celicami), 
internalizirajo zelo malo ND (Lojk, 2020a, 2020b; Pinkernelle 2012). Možno je tudi, da ti 
ND pri izbranih koncentracijah niso citotoksični za celice SH-SY5Y.  
 
VPLIV TIO2 ND NA DIFERENCIACIJO CELIC SH-SY5Y 
 
Preverili smo, ali bodo nizke do zmerne koncentracije TiO2 ND (10, 25 μg/mL) vplivale na 
diferenciacijo celic in vitro. Vpliv TiO2 ND na diferenciacijo celic smo preverjali preko 
sprememb v izražanju treh celičnih markerjev diferenciacije GAP-43, MAP-2 ter Lamin B, 
za katere smo pokazali, da se je njihovo izražanje tekom diferenciacije celic SH-SY5Y 
povečalo (Slika 18).  
ND smo dodali na dan 0 diferenciacije. Njihov vpliv na diferenciacijo smo določili na 3, 7 
in 12 dan diferenciacije. Opazili smo, da se izražanje markerjev diferenciacije izpostavljenih 
celic v primerjavi z netretirano kontrolo ni statistično značilno razlikovalo (Slika 26, 27). 
Prav tako nismo opazili večjega vpliva TiO2 ND na morfologijo celic ter na rast nevritov. 
Dolžino nevritov smo želeli dodatno preveriti, saj so v raziskavi Irie in sod. (2017) opazili, 
da so nizke koncentracije TiO2 ND (v območju 0,001 do 1 μg/mL) vplivale na dolžino ter 
razvejanje nevritov v PC12 celicah, kljub temu, da niso vplivale na živost celic (Irie in sod., 
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2017), vendar so ND delno zakrivali dna jamic in celic ter nam onemogočali določitev 
dolžine nevritov.  
V nasprotju z našimi rezultati so Ducray in sod. (2017) opazili zmanjšanje izražanja markerja 
diferenciacije MAP-2 po izpostavljenosti celic SH-SY5Y različnim silicijevim ND, 
koncentracije 2,6 × 1010 in 2,9 × 1010 ND/mL. ND so dodali 24 ur pred sprožitvijo 
diferenciacije (pred dodatkom RA), kljub temu pa po 6 dnevih diferenciacije niso opazili 
morfoloških sprememb celic, kot so dolžina ter število nevritov (Ducray in sod., 2017). 
Literature, v kateri so preučevali vpliv TiO2 ND na diferenciacijo celic SH-SY5Y nismo 
našli.  
 
VPLIV TIO2 ND NA ROS 
 
ND lahko inducirajo OS, kar vodi v nastanek prostih radikalov, ki lahko poškodujejo KMP 
ter povzročajo določene motnje v možganih (Simkó in Mattsson, 2010). Obstaja več in vitro 
raziskav v katerih so pokazali, da TiO2 ND povzročajo OS na mnogih nevralnih celičnih 
linijah, vključno z podganjimi nevralnimi celicami (Wu in sod., 2010), mišjimi mikroglia 
celicami (Long in sod., 2007) ter SH-SY5Y celicami (Ferraro in sod., 2020; Lojk in sod., 
2020b). Celice smo izpostavili trem koncentracijam TiO2 ND 2, 10 in 25 µg/mL zadnjih 5 
dni diferenciacije in zadnji dan diferenciacije. Opazili smo, da se je po 1-dnevni 
izpostavljenosti celic ND količina ROS statistično značilno povečala pri dodatku ND P25 
(10,8-kratno povečanje) in FG (3-kratno povečanje) koncentracije 25 μg/mL (Slika 28), po 
5-dnevni inkubaciji pa se je statistično značilno povečal nastanek ROS pri dodanih ND 
koncentracije 25 μg/mL P25 (8,21-kratno povečanje) ter ANATAZ (3,5-kratno povečanje) 
(Slika 29). Pri nižjih koncentracijah dodanih ND lahko prav tako opazimo povečanje 
količine ROS v primerjavi z netretiranimi celicami, ki pa ni statistično značilno. To je v 
skladu z literaturo Ferraro in sod. (2020), ki so prav tako opazili koncentracijsko-odvisno 
povečanje nastanka ROS, ki pa je bilo statistično značilno že po izpostavitvi celic SH-SY5Y 
koncentraciji 10 µg/mL TiO2 ANATAZ ND (Ferraro in sod., 2020). P25 ND so se izkazali 
za najbolj neposredno citotoksične, saj so povzročili največji nastanek ROS, tako po akutni 
ter subkronični izpostavljenosti.  
 
Izpostavljenost zmerni koncentraciji (25 μg/mL) ND za 1 dan (akutna izpostavljenost) je 
povzročila povečanje v ROS, ki se je ohranilo tudi pri 5-dnevih inkubacije (subkronična 
izpostavljenost), kar nakazuje na  to, da celice tudi po več dneh niso uspele sprožiti ustreznih 
antioksidativnih mehanizmov in zmanjšati z ND povzročeni OS.  
V nasprotju z našimi rezultati, pa v nekaterih raziskavah niso opazili nastanka ROS. Po 
izpostavljenosti celic SH-SY5Y TiO2 ND (ANATAZ, mešanica ANATAZ in rutil) 
koncentracije 80-150 µg/mL ni prišlo do povečanega nastanka ROS (Valdiglesias in sod., 
2013), v drugi študiji pa so celo opazili zmanjšanje ROS po 24 urni izpostavljenosti celic 
SH-SY5Y TiO2 P25 ND koncentracije 10 μg/mL (Lojk in sod., 2017). 
 
VPLIV TIO2 ND NA β-AMILOID PRI CELICAH SH-SY5Y 
 
V zadnjem delu magistrske naloge smo želeli preveriti vpliv TiO2 ND na količino in 
procesiranje proteinov vpletenih v nevrodegeneracijo. V ta namen smo določali spremembo 
v količini Aβ peptida, ki je vpleten v AD (Chen in sod., 2017). Akumuliran Aβ peptid je 
glavna komponenta zunajceličnih senilnih plakov in nastane pri proteolitski cepitvi večjega 
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transmembranskega glikoproteina, imenovanega amiloidni prekurzorski protein (APP). 
Cepitev APP lahko poteče na več načinov in vključuje različne encime. Po cepitvi APP 
nastanejo fragmenti in degradacijski produkti z različnimi funkcijami (Chen in sod., 2017; 
O’Brien in Wong, 2011).  
 
Analizirali smo le znotrajcelične proteine, ne pa tudi že izločenih Aβ peptidov. V ta namen 
smo celice SH-SY5Y izpostavili TiO2 ND koncentracije 25 μg/mL zadnjih 5 dni 
diferenciacije ter zadnji dan diferenciacije. Na Sliki 30 lahko opazimo spremembo v količini 
Aβ (4 kDa) ter količini in velikosti nekaterih fragmentov APP po inkubaciji celic SH-SY5Y 
z ND.  
S tehnikama SDS-PAGE ter prenos western ne moremo točno določiti kateri fragmenti APP 
so prisotni, saj je detekcija posameznih APP fragmentov odvisna od specifičnosti 
uporabljenih protiteles v prenosu western (Adlard in sod., 2014; Delvaux in sod., 2013; 
Hatami in sod., 2014). Prav tako diferenciacija celic SH-SY5Y z RA lahko spremeni 
izražanje in cepitev APP (König in sod., 1990), kar bi tudi lahko vplivalo na dobljene 
rezultate. Na podlagi naših rezultatov lahko potrdimo vpliv izbranih TiO2 ND na količino in 
procesiranje APP ter Aβ, vendar ne moremo določiti pomena tega vpliva. Da bi lahko 
določili ta pomen, bi morali izvesti še dodatne analize za identifikacijo posameznih 
fragmentov APP. Ker smo preverjali samo znotrajcelične proteine predvidevamo, da bi 
dobljene spremembe po inkubaciji celic z ND lahko pomenile, da je prišlo do povečane 
sinteze APP ter posledično Aβ, da se spreminja stopnja izločanja Aβ, ali da je prišlo do 
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Glavni namen magistrskega dela je bil preučiti vpliv ND na preživetje, diferenciacijo, 
nastanek ROS ter količino in procesiranje Aβ na človeški nevralni celični liniji SH-SY5Y. 
Ugotovili smo sledeče: 
 
- Izpostavljenost diferenciranih celic SH-SY5Y izbranim TiO2 ND koncentracij 2, 10 
in 25 µg/mL za 1 dan ali za 5 dni, ni imela vpliva na preživetje celic, prav tako se ni 
spreminjalo število mrtvih celic. S tem ne moremo potrditi prve hipoteze. 
 
- Izbrani TiO2 ND so vplivali na nastanek ROS pri najvišji dodani koncentraciji 25 
μg/mL. Opazili smo statistično značilno povečanje ROS pri 5-dnevni 
izpostavljenosti TiO2 ND ANATAZ (3,5-kratno povečanje) in P25 (8,21-kratno 
povečanje) ter 1-dnevni izpostavljenosti TiO2 ND P25 (10,8-kratno povečanje) ter 
FG (3-kratno povečanje) v primerjavi z netretirano kontrolo. Pri nižjih 
koncentracijah dodanih ND (2, 10 μg/mL) smo prav tako opazili povečanje ROS v 
primerjavi z netretirano kontrolo, ki pa ni statistično značilno. Drugo hipotezo lahko 
delno potrdimo. 
 
- Izbrani TiO2 ND, koncentracije 10 in 25 µg/mL, ki smo jih dodali na dan sprožitve 
diferenciacije, niso vplivali na potek diferenciacije celic SH-SY5Y, saj nismo opazili 
sprememb v izražanju markerjev diferenciacije Lamin B, GAP-43 ter MAP-2 glede 
na netretirano kontrolo. S tem ne moremo potrditi tretje hipoteze. 
 
- Izbrani TiO2 ND koncentracije 25 µg/mL, ki smo jih inkubirali s celicami zadnjih 5 
dni in zadnji dan diferenciacije, so imeli manjši vpliv na proteine vpletene v 
nevrodegeneracijo (APP in Aβ), vendar ne moremo določiti pomena tega vpliva, saj 
nismo identificirali nastalih fragmentov APP. Kljub temu lahko delno potrdimo 
četrto hipotezo, ki trdi, da bodo TiO2 ND vplivali na količino in procesiranje 
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ND, velikosti med 1 in 100 nm, imajo drugačne fizikalno-kemijske lastnosti v primerjavi z 
večjimi delci istega materiala, zaradi česar so primeren material za številne produkte 
(Jeevanandam in sod., 2018; Khan in sod., 2019). Zaradi proizvodnje veliko različnih 
formulacij ND in njihove uporabe v mnogih potrošniških, industrijskih ter tehnoloških 
aplikacijah, je izpostavljenost tem delcem pogosto neizogibna (Skočaj, 2011; Weir in sod., 
2012). Odvisno od načina izpostavitve ND (vdihovanje, injiciranje, preko kože ali prebavil) 
ter lastnosti ND, lahko ti preidejo v limfo in v krvni obtok, ki jih raznese po vsem telesu v 
različne organe ali tkiva, kjer lahko izražajo negativne učinke (pregled v Shakeel in sod., 
2016). Vpliv ND na telo (nanotoksičnost) je različen, odvisen je od fizikalno-kemijskih 
lastnosti delcev npr. kemijske sestave, velikosti, oblike, površinskega naboja, kristalne 
strukture ... (pregled v Song in sod., 2015). O potencialni strupenosti nanomaterialov je bilo 
opravljenih že veliko raziskav, a so njihove ugotovitve velikokrat le omejenega pomena: 
raziskave in vitro na celičnih modelih, ki jih je težko prenesti na ljudi; raziskave in vivo na 
živalih z načini izpostavljenosti, ki niso enakovredni izpostavljenosti v vsakdanjem 
življenju, kratka obdobja izpostavljenosti ter nezadostna fizikalno-kemična opredelitev ND. 
 
Kovinski oksidni ND so med najpogosteje uporabljenimi ND v potrošniških izdelkih. 
Predvsem TiO2 ND imajo široko uporabnost v primerjavi z drugimi kovinskimi ND. Vedno 
več se uporabljajo v raznih medicinskih in industrijskih aplikacijah, vključno s kozmetiko, 
sončnimi kremami, barvami, zdravili in drugje (pregled v Jeevanandam in sod., 2018; Shi in 
sod., 2013; Ziental in sod., 2020). Prav tako so TiO2 ND pogosto dodani prehranskim 
izdelkom (Baranowska-Wójcik in sod., 2020; EFSA, 2016; Weir in sod. 2012).. Posledično 
je raziskovanje strupenosti teh ND v velikem interesu in je vodilo v več raziskav v zadnjih 
letih. Veliko in vitro raziskav je pokazalo, da so TiO2 ND citotoksični (Hamzeh in Sunahara, 
2013) ter genotoksični (Jugan in sod., 2012), vodijo v apoptozo (Botelho in sod., 2014; Wang 
in sod., 2015), inducirajo nastanek ROS (Ferraro in sod., 2020; Gao in sod., 2015) in 
poškodbe DNA (Petersen in sod., 2014; Petković in sod., 2011), spremenijo aktivnost 
encimov (Takaki in sod., 2014) ter ekspresijo genov (Chen in sod., 2014) na različnih 
celičnih modelih. Posledično je IARC pred kratkim klasificiral TiO2 kot »verjetno 
rakotvorno za ljudi« (IARC, 2010).  
 
V magistrski nalogi smo zato želeli določiti vpliv TiO2 ND (P25, ANATAZ, FG) na celično 
preživetje in diferenciacijo, nastanek ROS ter količino in procesiranje Aβ na človeških 
nevralnih celicah SH-SY5Y in vitro. Ker smo v vsakdanjem življenju izpostavljeni nizkim 
koncentracijam TiO2 ND, smo v raziskavi uporabili nižje koncentracije teh ND, kot jih 
uporabljajo v večini raziskav. Zanimal nas je akuten ter subkroničen vpliv ND, zato smo ND 
s celicami inkubirali vseh 12 dni, 5 dni ali 1 dan diferenciacije. 
 
Najprej smo vzpostavili protokol diferenciacije celic SH-SY5Y, pri katerem smo določili 
sestavo diferenciacijskega gojišča, ki je vsebovalo RA ter 2 % FBS, ter optimalno 
koncentracijo nasajanja celic, ki je bila 40.000 celic/jamico mikrotitrske plošče oz. 200.000 
celic/petrijevko.  
 
Po uspešni vzpostavitvi in optimizaciji protokola diferenciacije celic SH-SY5Y v nevralni 
fenotip, smo opazili morfološko diferencirane celice (razvoj nevritov ter zmanjšanje 
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citoplazme). Diferenciacijo celic smo potrdili s tehnikama SDS-PAGE in prenosom western, 
saj je prišlo do povečanega izražanja vseh izbranih markerjev diferenciacije (Lamin B, GAP-
43, MAP-2) pri diferenciranih celicah v primerjavi z nediferenciranimi celicami. Naredili 
smo tudi denzitometrično analizo pri kateri smo potrdili statistično značilno razliko med 
diferenciranimi in nediferenciranimi celicami. 
 
S pomočjo fluorescenčnega mikroskopa in fluorescenčnih barvil Hoechst 33342 ter PI smo 
preverili vpliv TiO2 ND na preživetje celic SH-SY5Y. ND koncentracije 2, 10 in 25 µg/mL 
smo inkubirali z diferenciranimi celicami 5 dni ali 1 dan. S programom Cell counter smo 
prešteli tako žive kot mrtve celice. Statistično značilnega vpliva ND na živost celic nismo 
opazili, prav tako se ni spreminjalo število mrtvih celic. 
 
TiO2 ND koncentracije 10 in 25 µg/mL, ki so bili s celicami inkubirani vseh 12 dni 
diferenciacije, niso vplivali na potek diferenciacije celic SH-SY5Y, kar smo preverili s SDS-
PAGE ter prenosom western, kjer nismo opazili vpliva TiO2 ND na izražanje markerjev 
diferenciacije (Lamin B, GAP-43, MAP-2). Prav tako nismo opazili vpliva ND na 
morfologijo celic. 
 
Preverili smo tudi vpliv TiO2 ND koncentracije 2, 10 in 25 µg/mL na nastanek ROS pri 
celicah SH-SY5Y. Pri vseh dodanih koncentracijah je opazno povečanje nastanka ROS, ki 
pa je statistično značilno samo pri P25 (10,8-kratno povečanje) ter FG (3-kratno povečanje) 
po 1-dnevni izpostavljenosti ND koncentracije 25 µg/mL, ter po 5-dnevni izpostavljenosti 
ANATAZ (3,5-kratno povečanje) in P25 (8,21-kratno povečanje) koncentracije 25 µg/mL.  
 
Vpliv TiO2 ND koncentracije 25 µg/mL na količino in procesiranje APP ter Aβ smo preverili 
s SDS-PAGE in prenosom western. Analizirali smo samo znotrajcelične proteine. Opazili 
smo spremembo v izražanju oz. količini Aβ ter APP v primerjavi z netretirano kontrolo. Ker 
je več dejavnikov, ki vplivajo na identifikacijo posameznih fragmentov APP na membrani 
po prenosu western (kot npr. specifičnost uporabljenih protiteles v prenosu western), ne 
moremo točno določiti pomena sprememb v količini oz. izražanju APP ter Aβ. Da bi lahko 
določili pomen vpliva TiO2 ND na izražanje APP oz. Aβ bi morali uporabiti dodatne metode 
za identifikacijo posameznih fragmentov APP. 
 
Ta magistrska naloga prispeva k znanju o citotoksičnosti TiO2 ND na človeške nevralne 
celice in vitro. Pridobljeni rezultati nakazujejo, da so izbrani TiO2 ND (P25, ANATAZ, FG) 
koncentracij 2, 10, 25 µg/mL, imeli približno enak vpliv na določane parametre (preživetje, 
diferenciacijo ter Aβ), razen na nastanek ROS, kjer se je P25 izkazal za najbolj neposredno 
citotoksičnega.  
 
Dobljeni rezultati in pregled literature nakazujejo, da so potrebne dodatne raziskave, da se 
natančneje določi učinek TiO2 ND na možgane. Te raziskave so potrebne, da se bolje 
ovrednoti potencialna škodljivost TiO2 ND zaradi izpostavitve ljudi tem ND v komercialnih, 
industrijskih ter biomedicinskih aplikacijah.
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